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1 EINLEITUNG 
 
Der Schlaganfall ist nach dem Herzinfarkt die häufigste Todesursache weltweit (WHO 2002). 
Trotz umfangreicher Forschungsaktivitäten sind die Therapiemöglichkeiten eines 
Schlaganfalles bis heute aber äußerst begrenzt. Der ischämische Schlaganfall wird durch eine 
Embolie und/oder Dissektion eines Gefäßes im Gehirn hervorgerufen, im häufigsten Fall aber 
durch eine Thrombosierung des Gefäßes. In diesem Fall gibt es nur eine zugelassene 
Therapie: Die Thrombolyse. Sie kann durch die systemische oder lokale Applikation eines 
rekombinanten Gewebeplasminogen-Aktivators (rtPA) erreicht werden und ist in einem 
Zeitfenster bis zu viereinhalb Stunden nach dem Insult indiziert (HACKE et al. 2004). Nur 3-
5% der Schlaganfallpatienten in Deutschland erhalten eine Thrombolysetherapie, da das 
Zeitfenster von viereinhalb Stunden für den Großteil der Patienten zu kurz ist. 
Menschen, die einen Schlaganfall überleben, leiden sehr häufig unter permanenten 
motorischen und geistigen Einschränkungen, die eine selbstständige Lebensführung nicht 
länger ermöglichen (WHO 2004). Zwar verfügt das Gehirn über einige 
Regenerationsmechanismen (WIELOCH u. NIKOLICH 2006), jedoch kann eine vollständige 
Regeneration des schlaganfallgeschädigten Gehirngewebes zumeist trotzdem nicht erzielt 
werden. Dabei ist zu beachten, dass ein hoher Anteil der Schlaganfallpatienten zum Zeitpunkt 
des Insultes ein Lebensalter von siebzig Jahren bereits überschritten hat und die 
Regenerationsfähigkeit des Gehirns mit fortschreitendem Alter abnimmt (CLEMENTE 1964). 
Der Bedarf nach weiteren therapeutischen Interventionsmöglichkeiten ist daher groß. 
Die Transplantation von Stammzellen zeigte präklinisch vielversprechende Ergebnisse. Die 
Applikation von Stammzellen nach einem Schlaganfall führte, ob intravenös, intraarteriell 
oder lokal, zu einem geringeren Infarktvolumen und einer verbesserten Motorik der 
therapierten Tiere (LI et al. 2000, CHEN et al. 2001a, CHEN et al. 2001b, LI et al. 2001). 
Dabei konnte jedoch nicht zufrieden stellend geklärt werden, wie die Zellen eine Ver-
besserung der motorischen und kognitiven Eigenschaften erreichen konnten. Haben sie neuro-
protektive oder neuroregenerative Eigenschaften? Welche Gehirnstrukturen, welche 
Gehirnzellen werden beeinflusst? 
Das Ziel dieser Arbeit ist die qualitative und quantitative Untersuchug von Astrozyten 
(GFAP) und Glukosetransporter-1 (GLUT-1) nach einer venösen Transplantation von 




1.  Gibt es Veränderungen in der GFAP- und GLUT-1-Dichte durch den Schlaganfall 
im zerebralen Kortex des Schafes? 
2. Sind GFAP- und GLUT-1-Dichte durch die Transplantation autologer 
mononukleärer  Knochenmarkzellen beeinflussbar?   
Astrozyten reagieren auf einen Schlaganfall mit einer Hypertrophie und Hyperplasie und mit 
einer vermehrten Expression von ‚glial fibrillary acid protein’ (GFAP); dieser Prozess wird 
als reaktive Astrogliose bezeichnet. Die hyperplastischen und -trophen Astrozyten bilden nach 
einigen Tagen die sogenannte Glianarbe aus (CLARK et al. 1993, NOWICKA et al. 2008, 
TANAKA et al. 2008, KANG et al. 2009), diese wird als regenerationshemmend betrachtet. 
Jedoch werden den Astrozyten im Schlaganfallverlauf auch andere, positive Funktionen 
zugesprochen. Beispielsweise schützen Astrozyten Neurone im frühen Schlaganfallgeschehen 
vor Exzitotoxizität. Der Einfluss der Zelltherapie auf die Astrozyten kann deshalb einen 
großen Einfluss auf die Regeneration des Gewebes durch eine Zelltherapie haben. 
Der Glukosetransport im Gehirn wird über einfache Uniporter aus der Familie der Glukose-
transporter gesteuert, an den Endothelzellen ist dies der Glukosetransporter-1 (GLUT-1). 
Glukose ist das Hauptsubstrat der Nervenzellen. Im Falle einer Ischämie ist ein erhöhter 
Glukosemetabolismus im Gehirn festzustellen (MCCALL et al. 1996a, VANNUCCI et al. 
1996, LEE u. BONDY 1993). Ein erhöhter Glukosemetabolismus geht mit einer verbesserten 
Regeneration des Gewebes einher (CAPPA et al. 1997). 
Im Rahmen dieser Arbeit sind immunhistochemische Untersuchungen durchgeführt worden, 
wobei eine differenzierte Analyse der grauen und weißen Substanz erfolgte. Begründet ist 
dies auf der Tatsache, dass diese beiden Gewebearten sehr unterschiedlich strukturiert sind 
und unterschiedliche Aufgaben wahrnehmen. SAVITZ et al. (2004) vermuten verschiedene 
Therapien für Infarkte der weißen und grauen Substanz. Dies führt zu dritten zentralen 
Fragestellung der Arbeit: 
3. Können Unterschiede zwischen den Reaktionsmustern der Astrozyten bzw. 
GLUT-1(+) Gefäße in der weißen bzw. grauen Substanz festgestellt werden?  
Die Experimente wurden im Schafmodell durchgeführt. Die meisten der bisherigen Erkennt-
nisse der Schlaganfallforschung basieren auf Ergebnissen aus Kleintierexperimenten. Häufig 
können die positiv im Kleintier entwickelten Schlaganfalltherapien in klinischen Versuchs-
reihen jedoch keinen Therapieeffekt erwirken. Vehement wird deshalb seit einigen Jahren 
nach tierexperimentellen Studien im Großtier verlangt. Sie sollen jene „Anwendungsfehler“ 
reduzieren, die unter Umständen nicht nur keinen Therapieeffekt erwirken, sondern sogar 
fatale Konsequenzen für die Probanden haben können (SCHABITZ u. FISHER 2006).
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2   LITERATURÜBERSICHT 
 




Eine zerebrale Ischämie ist durch den teilweisen oder vollständigen Verschluss eines Gefäßes 
im Gehirn gekennzeichnet und führt zu einer Minder- bzw. Mangeldurchblutung des 
nachfolgenden Gehirngebietes. Der Verschluss des Gefäßes kann durch eine Embolie, durch 
eine Dissektion mit nachfolgender Einblutung in die Gefäßwand oder durch eine 
Thrombosierung des Gefäßes hervorgerufen werden. Mit dem Terminus Schlaganfall werden 




Weltweit erleiden jährlich circa 15 Millionen Menschen einen Schlaganfall. Rund ein Drittel 
von ihnen verstirbt an dessen Folgen. Darüber hinaus ist er die häufigste Ursache für 
bleibende Behinderungen (WHO 2004). 
In Deutschland sind jährlich ca. 165000 Menschen von einem Schlaganfall betroffen, bei 60% 
von ihnen muss mit bleibenden neurologischen Schäden gerechnet werden. Ursache des 
Schlaganfalles ist in 78% der in Deutschland registrierten Fälle eine fokale zerebrale 





Der Blutfluss im Gehirn liegt physiologischerweise bei 80 ml Blut/100 g Hirngewebe 
(HG)/min (HAMANN 1997). Damit kommt er dem laut MAGISTRETTI et al. (2000) 
beschriebenen Bedarf von 31 µmol/100 g/min Glukose und 160 µmol/100 g/min Sauerstoff 
nach. 
Falls durch einen ischämischen Prozess der Blutfluss auf weniger als 25 ml Blut/100 g 
HG/min abfällt, führt dies zu einer funktionellen Einschränkung des Nervengewebes mit dem 
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Verlust der elektrischen Aktivität (BARON 2001). Durch weiteres Absinken des Blutflusses 
auf weniger als 10 ml Blut/100 g HG/min kommt es zu einem Zusammenbruch der 
transmembranösen zellulären Ionengradienten und damit zu einer rasch einsetzenden 
Zellnekrose (GASS 1997). Anhand der o. g. Blutfluss-Schwellenwerte wird ein Hirninfarkt in 
die drei Bereiche eingeteilt: Dies sind der ischämische Kern (<10 ml Blut/100 g HG/min), die 
Peripherie (>25 ml Blut/100 g HG/min) und die dazwischen liegende Penumbra (10-25 ml 
Blut/100 g HG/min) (ASTRUP et al. 1981). Die Penumbra ist laut HAMANN (1997) der 
Bereich des Infarktes, in dem aufgrund des eingeschränkten Blutflusses der 
Funktionsstoffwechsel zwar erloschen, der Strukturstoffwechsel jedoch noch erhalten ist. In 
der Penumbra liegen demnach sogenannte „wiederbelebbare“ Zellen und sie ist das Zielgebiet 
im Falle einer thrombolytischen Therapie (SIESJO 1992). Zur Detektion der Penumbra wird 
im klinischen Alltag heute vor allem die multimodale MRT-Bildgebung genutzt. Allerdings 
lässt sich auch durch das  angewandte  Mismatch-Konzept die Penumbra nur näherungsweise 
bestimmen (HEISS u. SOBESKY 2008). 
Die Blutflusswerte unterliegen im Infarktverlauf dynamischen Schwankungen und führen 
damit zu einer stetigen Veränderung der Verteilungsmuster der drei Bereiche des Infarktes. 
Dabei wird der ischämische Kern im fortschreitenden Infarktverlauf auf Kosten der Penumbra 
größer (HOSSMANN 1994). GINSBERG u. PULSINELLI (1994) definieren ein Zeitfenster 
von 4-6 Stunden nach dem Insult, in denen es möglich ist, die zellulären Komponenten bzw. 
das neurale Gewebe der Penumbra zu retten. 
Auf biochemischer Ebene nimmt der fortschreitende Mangel an Adenosintriphosphat (ATP) 
in den Nervenzellen die entscheidende Rolle im Infarktverlauf ein. Die Nervenzellen 
gewinnen ATP fast ausschließlich durch oxidative Phosphorylierung (DU et al. 2008). Diese 
kann unter ischämischen Bedingungen nicht bzw. nur in reduziertem Maße ausgeführt 
werden, da die Zufuhr von Sauerstoff und Glukose stark beeinträchtigt bzw. komplett sistiert 
ist. ATP wird bei einer Ischämie deshalb zusätzlich durch anaerobe Glykolyse gewonnen. 
Dabei entsteht Laktat, welches sich im Extrazellulärraum anreichert (GASS 1997). Ein hoher 
Laktatspiegel wird daher auch mit einer größeren Penumbra-Region in Verbindung gebracht 
(PARSONS et al. 2002). Der Mangel an ATP ist deshalb entscheidend, da die Nervenzellen 
die in ATP gespeicherte Energie u. a. zur Proteinsynthese und zur Aufrechterhaltung ihres 
Membranpotentials mit Hilfe der 3 Na+/2 K+-ATPase nutzen (KRNJEVIC 1999). Sinkt der 
ATP-Spiegel in den Zellen trotz der kompensatorischen ATP-Synthese durch anaerobe 
Glykolyse unter einen kritischen Wert, kann die 3 Na+/2 K+-ATPase das Membranpotential 
nicht länger aufrechterhalten und die Zellen müssen depolarisieren (MARTIN et al. 1994). 
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Neben einer Kalium-Akkumulation kommt es dadurch zu einer Anreicherung des 
exzitatorischen Transmitters Glutamat im Extrazellulärraum. Dies ist einerseits durch seine 
vermehrte Ausschüttung in den synaptischen Spalt und andererseits durch eine gestörte 
Wiederaufnahme des Transmitters in die Präsynapse bedingt (HAMANN 1997). 
Sowohl die Glutamat- als auch die Kaliumakkumulationen führen zum Entstehen von 
Periinfarktdepolarisationen (engl. ‚spreading depressions’) (HOSSMANN 1996). Diese 
breiten sich durch die gesamte ipsilaterale Hemisphäre aus und führen zu einem 
Zusammenbruch des Membranpotentials in den Nervenzellen. Die Wiederherstellung des 
Membranpotentials in den Zellen kann zwar über Ionenpumpen erreicht werden, ist jedoch 
energiekonsumierend, da die Ionenpumpen ATP verbrauchen (KOCHER 1990). 
Periinfarktdepolarisationen führen auf diese Weise zu einem zellulären Energieverlust und 
tragen damit zur Infarktausbreitung bei. 
Die hohe extrazelluläre Glutamatkonzentration und die Zelldepolarisationen, die durch die 
‚spreading depressions’ hervorgerufen werden, führen zum Öffnen rezeptor- und 
spannungsabhängiger Kalziumkanäle (GASS 1997). Dadurch entsteht ein hoher 
intrazellulärer Kalziumspiegel, der als “Schnittpunkt verschiedener Schädigungskaskaden“ 
(HAMANN 1997) gesehen wird. Er wird zusätzlich über die Ausschüttung von Kalzium aus 
den intrazellulären Speichern ins Soma verstärkt (NICOLETTI et al. 1986). Der hohe 
Kalziumspiegel führt zu einer Aktivierung von Endonukleasen, Lipasen und Proteasen. Diese 
führt schließlich zur finalen Zellnekrose (GASS 1997). Der hohe intrazelluläre 
Kalziumspiegel wirkt zusätzlich über die Synthese freier Radikale zellschädigend (HAMANN 
1997). Sie werden besonders dann gebildet, wenn die Sauerstoffversorgung wiederhergestellt 
ist und sind dann verantwortlich für den sog. Reperfusionsschaden (PETERS et al. 1998). 
Neben dem o. g. exzessiven Einstrom von Kalzium-Ionen kommt es über glutamat-rezeptor-
gekoppelte Ionenkanäle zum Einstrom von Natrium- und Chlorid-Ionen in die Zelle 
(DIRNAGL et al. 1999a). Wasser folgt passiv nach und führt zum Entstehen eines 
zytotoxischen Ödems. 
Mit dem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke, circa 3-4 Stunden nach Beginn der 
Ischämie, entwickelt sich darauffolgend ein vasogenes Ödem (BAETHMANN 1978). 
Matrixmetalloproteine rufen dabei Schäden an den ‚gap junctions’ der Endothelzellen hervor 
(ROSENBERG u. YANG 2007), so dass eine Extravasation hochmolekularer Blutbestandteile 
in das Hirnparenchym nicht länger verhindert werden kann und Wasser passiv nachströmt. 
Die Ausbreitung des Hirnödems entsteht in der Regel vom zweiten bis fünften Tag nach dem 
Insult und hat dramatische Folgen für das weitere Infarktgeschehen. Denn das Ödem führt zu 
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einer intrakraniellen Drucksteigerung und Kompression der zu diesem Zeitpunkt noch 
blutführenden Gefäße, so dass die Infarktausbreitung voranschreiten muss. Eine gefürchtete 
Komplikation ist die transtentorielle Herniation, die mit der Ausbreitung des Hirnödems 
einhergeht und in den meisten Fällen zum sofortigen Versterben des Patienten führt (HEISS 
2001).  
 
2.1.4 Etablierte Therapiemöglichkeiten des Schlaganfalls 
 
Neben der allgemeinmedizinischen Behandlung der Patienten, zu der sowohl die Behandlung 
und Erhaltung der Vitalfunktionen und pathologisch veränderter Blutparameter als auch eine 
respiratorische und kardiale Therapie gehören, ist die rekanalisierende Therapie die einzige 
weltweit (exkl. Japan) zugelassene spezifische Therapiemöglichkeit eines ischämisch 
bedingten Hirninfarktes. Sie wird mit rekombinantem Gewebeplasminogen-Aktivator (rtPA; 
engl. recombinant tissue plasminogen activator) durchgeführt, der entweder systemisch oder 
lokal verabreicht wird. Je früher die intravenöse Behandlung mit rtPA eingeleitet wird, umso 
wahrscheinlicher ist ihr Erfolg (HACKE et al. 2004). Derzeit ist der systemische Einsatz von 
rt-PA in Deutschland durch mehrere Kontraindikationen (WAHLGREN et al. 2007; HILLS u. 
JOHNSTON 2006) und durch ein Zeitfenster von 4,5 Stunden limitiert, d.h. wenn der 
ischämische Infarkt darüber hinaus andauert, darf die systemische Lyse nur noch als 
individueller Therapieversuch angewandt werden. In Deutschland erhalten nur 3-5% aller 
Patienten eine systemische Lysetherapie. Für über 90% der Patienten ist die Zeitdauer 
beginnend vom Transport des Patienten und abschließend mit der Diagnose der zerebralen 
Ischämie im Krankenhaus (eine Blutung ist die bedeutendste Kontraindikation für den Einsatz 
von rtPA) länger als 4,5 Stunden. Die o. g. lokale Lyse des Thrombus kann nur in 
medizinischen Spezialeinrichtungen, wie interventionellen neuroradiologischen Abteilungen, 
durchgeführt werden, da für die Verabreichung des Fibrinolytikum direkt in oder an den 
Thrombus ein Katheter implantiert werden muss. Die Thrombektomie und das Einsetzen 
intraarterieller Stents sind weitere Therapiemöglichkeiten, auch sie werden jedoch nur äußerst 







2.2 Großtiermodell Schaf 
 
2.2.1 Makroskopische Anatomie des Schafgehirns unter besonderer Berücksichtigung 
des Großhirns 
 
Das Schafgehirn ist ein gyrenzephales Gehirn. Gyrenzephale Gehirne entstehen durch das 
enorme evolutionsbedingte Größenwachstum des Neokortex und haben eine gewundene 
Hirnoberfläche, bestehend aus Windungen (lat. Gyri) und Furchen (lat. Sulci). Die Anzahl an 
Windungen und Furchungen hängt weniger mit der stammesgeschichtlichen 
Entwicklungsstufe als vielmehr mit der Größe des Tieres zusammen. Kleine Säugetiere, 
beispielsweise Nager, haben ein lissenzephales Gehirn mit einer glatten Hirnoberfläche, Wale 
haben ein stärker gefurchtes Gehirn als der Mensch (NICKEL et al. 2004). 
Das Gehirn von Wirbeltieren wird in die folgenden fünf Teile eingeteilt: Großhirn/Endhirn 
(Telenzephalon), Zwischenhirn (Dienzephalon), Mittelhirn (Mesenzephalon), Hinterhirn 
(Metenzephalon) und Nachhirn (Myelenzephalon). 
Das Großhirn besteht aus den beiden Gehirnhemispären, welche durch die Fissura 
longitudinalis cerebri getrennt sind, und den ventral von ihnen gelegenen subkortikalen 
Kernen, auch Basalganglien genannt. Bei den meisten Autoren, wie auch im folgenden Text, 
werden diese beiden Hirnanteile zusammen als Großhirn bezeichnet. 
Entwicklungsgeschichtlich wird das Großhirn in drei Abschnitte untergliedert: Paläo-, Archi- 
und Neokortex. Funktionell wird es in sechs (BRAND et al. 2004; DELLER u. SEBESTÉNY 
2007), bei manchen Autoren auch in fünf (SPORNITZ 2004; SCHAADE 2009) Hirnlappen 
untergliedert (s. Abb. 2.1). Dies sind der Frontallappen, Parietallappen, Okzipitallappen und 
Temporallappen, (die in der Dorsalansicht des Gehirns zu sehen sind), dazu die Insula und, 
der nur in einigen Quellen erwähnte, limbische Lappen am kaudalen Rand des Endhirns 
(KEYSERLINGK 2006). SALOMON (2007) untergliedert das Gehirn in sieben Lappen. 
Zusätzlich zu den o. g. sechs Lappen differenziert er einen Riechlappen. Die Lappen sind 
durch definierte Furchen voneinander getrennt und zeichnen sich durch ihre verschiedenen 




 Okzipitallappen           Parietallappen          Frontallappen 
                                           Temporallappen                 Insula                                                    
Abb. 2.1: Lateralansicht 
des Schafgehirns mit der 
funktionellen Einteilung 
in fünf Hirnlappen. Der 
Frontallappen ist für die 
Körpermotorik zustän-
dig, im Temporallappen 
liegt das Hörzentrum. 
Das Sehzentrum befindet 
sich im Okzipitallappen, 
im Parietallappen liegt 
das sensible Zentrum In 
der Insula liegt ver-
mutlich das Zentrum für 
Viszerosensibilität. 
 
2.2.2 Mikroskopische Anatomie des Großhirns des Schafes unter besonderer 
Berücksichtigung der grauen und weißen Substanz 
 
Die beiden Großhirnhemisphären bestehen aus Rinde (Cortex cerebri) und Mark (Medulla 
cerebri). Die Rinde besteht aus grauer und das Mark aus weißer Substanz. Die graue Substanz 
wird aus den Zellkörpern und Dendriten der Neuronen und die weiße Substanz aus den von 
ihnen abgehenden myelinisierten Axonen gebildet. Die zum Großhirn zugehörigen 
subkortikalen Kerne bestehen ebenfalls aus grauer Substanz. Sie sind in das Mark eingebettet. 
Zusätzlich zu den Neuronen sind in grauer und weißer Substanz Gliazellen vorhanden, ihre 
Anzahl variiert je nach Quelle. BEAR et al. (2006) sprechen von einem Verhältnis von 10:1, 
KANDEL et al. (2000) sogar von einem Verhältnis von bis zu 50:1. Mehrere Quellen geben 
dazu gegensätzlich ein Gliazellen/Neuronen-Verhältnis von 1:1 und weniger an 
(DOMBROWSKI et al. 2001, LIDOW u. SONG 2001, CHRISTENSEN et al. 2007).  
Die in der grauen Substanz vorhandenen Gliazellen sind Astrozyten und Mikrogliazellen, in 
der weißen Substanz sind zusätzlich Oligodendrozyten vorhanden.  
Die graue Substanz wird eingeteilt in Iso- und Allokortex. Der Allokortex besteht aus drei bis 
vier Schichten. Zu ihm gehören phylogenetisch ältere Hirnstrukturen, wie Hippokampus, 
Gyrus dentatus und Bulbus olfactorius. Der quantitativ bedeutendere Anteil der Hirnrinde 
wird vom Isokortex gebildet (90%) und zeigt einen sechsschichtigen Aufbau. Zum Isokortex 
gehört die gesamte Großhirnrinde. Der sechsschichtige Aufbau ist von außen nach innen wie 
folgt: I Molekularschicht, II äußere Körnerschicht, III äußere Pyramidenschicht, IV innere 
Körnerschicht, V innere Pyramidenschicht und VI Spindelzell- bzw. multiforme Schicht. Die 
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Namensgebung nimmt dabei Bezug auf die Morphologie der in diesen Schichten 
dominierenden Neuronen.  
Diese Schichtung ist nicht in allen unter 2.2.1 erwähnten Hirnlappen des Isokortex 
gleichmäßig vorhanden. Histologische Untersuchungen des menschlichen Kortex zeigen im 
Frontallappen eine reduzierte Schicht IV, während diese im Parietallappen und 
Okzipitallappen sehr gut entwickelt ist. Die Schichten II und III sind im Okzipitallappen 
dagegen extrem reduziert (WELSCH 2006). 
Die weiße Substanz hingegen kann in Assoziations-, Kommissuren- und Projektionsbahnen 
aufgeteilt werden. Die Assoziationsbahnen verbinden die Hirnlappen einer Hemisphäre 
untereinander, die Kommissurenbahnen verbinden die Lappen von beiden Hemisphären 
miteinander. Die Projektionsbahnen verbinden die graue Substanz der Rinde mit den 
Basalganglien und tiefer gelegenen Hirnarealen bzw. dem Rückenmark.  
Das Verhältnis zwischen grauer und weißer Substanz ist dynamisch und verändert sich mit 
zunehmendem Alter. Die Menge an weißer Substanz nimmt mit dem Alter zu, die an grauer 
Substanz nimmt ab. So liegt zum Beispiel das Verhältnis von grauer zu weißer Substanz für 
einen Fünfzehnjährigen bei 2 und für einen Dreißigjährigen bei 1,5 (SOWELL et al. 2002). 
Hierbei existieren natürlich Schwankungen je nach betrachteter Hirnregion im Kortex und je 
nach ausgeführtem Tätigkeitsfeld des Probanden (DRAGANSKI et al. 2004, MAGUIRE et al. 
2000). Die Durchblutung der grauen Substanz ist vier Mal höher gegenüber jener in der 
weißen Substanz (DONNEMILLER 2007). 
 
2.2.3 Blutversorgung des Großhirns im Schaf 
 
Der Blutfluss zum Gehirn des Schafes erfolgt - im Gegensatz zur Situation beim Menschen -
durch die A. occipitalis und die A. maxillaris. Das menschliche Gehirn wird durch die Arteria 
carotis interna versorgt, dieses Gefäß obliteriert beim Wiederkäuer jedoch in den ersten 12-18 
Lebensmonaten und ist danach lediglich als bindegewebiger Strang extrakraniell vorhanden 
(BÖHME 1991). A. occipitalis und A. maxillaris münden in das Rete mirabile epidurale 
rostrale von kaudal kommend ein. Letzteres ist ein arterielles Netzwerk in der Fossa 
hypophysialis liegend, welches in unmittelbarer Nähe zu den Gefäßen des Sinus cavernosus 
verläuft (SALOMON 2008). Aus dem Rete mirabile epidurale rostrale geht nach rostral die A. 
carotis interna hervor. In ihrem Verlauf nach rostral gibt sie die folgenden beiden Gefäße ab: 
Die A. communicans posterior, die sich mit der unpaaren A. basilaris vereinigt (KAPOOR et 
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al. 2003) und die A. cerebri media, die im Winkel des Chiasma opticum aus der A. carotis 
interna hervorgeht. Nach diesem Abzweig wird die A. carotis interna als A. cerebri rostralis 
bezeichnet. Die beiden Aa. cerebri rostrales werden über die A. communicans rostralis 
verbunden (GILLILAN 1974).  
Die Gefäßversorgung des Großhirns des Schafes ist jedoch variabel. WALDMIN 2009 konnte 
im Rahmen ihrer Versuchsstudie bei mehreren Schafgehirnen eine Verdopplung der Arteria 




2.3.1 Astrozytentypisierung  
 
Astrozyten existieren in deutlich größerer Zahl als Neurone (TSACOPOULOS u. 
MAGISTRETTI 1996) und sind die im ZNS am häufigsten vorkommende Gliazellart. 
Klassischerweise werden sie in fibrilläre und protoplasmatische Astrozyten unterteilt. 
Fibrilläre Astrozyten befinden sich in der weißen Substanz und sind im Falle einer 
immunhistochemischen Markierung mit glial fibrillary acid protein (GFAP) durch kräftige, 
parallel zueinander projizierende Fortsätze charakterisiert. Protoplasmatische Astrozyten sind 
die Astrozyten der grauen Substanz und zeigen bei der GFAP-Markierung ein buschiges 
Aussehen mit sternförmig verzweigten, filigranen Fortsätzen. Diese Einteilung wurde von 
RAMON Y CAJAL (1903) getroffen und wird auch heute noch verwendet, jedoch sind 
seitdem weitere Zelltypen im Isokortex entdeckt worden, die ebenfalls zu den Astrozyten 
gezählt werden. 
Zu jenen später entdeckten Zelltypen gehören die Müller Zellen der Retina, die Bergmann 
Gliazellen im Kleinhirn, ‚velate’ Astrozyten in Kleinhirn und Bulbus olfactorius, 
interlaminäre Astrozyten im Primatenkortex, Tanizyten in periventrikulären  Organen, 
Pituizyten in der Neuro-hypophyse, perivaskuläre und marginale Astrozyten, die die 
Membranae limitans gliae bilden, und zuletzt Ependymozyten, die Zellen des Plexus 
chorioideus und die des retinalen Pigmentepithels in Ventrikeln und subretinalem Raum. Die 
Zugehörigkeit dieser Zelltypen zur Astrozytenpopulation ist durch ihre GFAP-Exprimierung 
begründet (CHAN-PALAY u. PALAY 1972, BUSHONG et al. 2002, OGATA u. KOSAKA 
2002, NEDERGAARD et al. 2003). EMSLEY u. MACKLIS (2006) haben in jüngeren 
Arbeiten für den Mauskortex allein neun verschiedene Astrozytentypen vorgestellt. Man 
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unterscheidet jedoch nicht nur die Astrozytenunterarten einer Spezies voneinander, sondern 
zusätzlich dazu gibt es auch Unterschiede zwischen den Astrozytenpopulationen 
verschiedener Spezies. Denn im Vergleich zu den Astrozyten im Nagergehirn sind jene im 
Primatenhirn deutlich komplexer (OBERHEIM et al. 2006).  
 
2.3.2 Aufgaben der Astrozyten  
 
Astrozyten haben eine Vielzahl unterschiedlicher Aufgaben im Gehirn. Konzeptionell werden 
nach VERKHRATSKY u. BUTT (2007) die astrozytären Aufgaben in fünf Bereiche 
eingeordnet. Dies sind strukturelle, vaskuläre, metabolische und entwicklungsbiologische 
Bereiche sowie ihre Aufgabe in der Kontrolle der Homöostase und der Signaltransduktion im 
ZNS. Sie sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst.  
Für die Glio- und Neurogenese (s. auch 2.5.1.3) spielen sie insofern eine entscheidende Rolle, 
da die im adulten Gehirn permanent stattfindende Neubildung von Neuronen und Gliazellen 
aus einer gemeinsamen Stammzelle hervorgeht, die astrozytäre Charakteristiken aufweist. 
Jene astrozytären Charakteristiken sind die Expression von GFAP, die Ausbildung von 
vaskulären Astrozytenendfüßchen, die Nicht-Erregbarkeit und die vorwiegende Expression 
von K+- Kanälen (CASPER u. MCCARTHY 2006). Diese Zellen haben außerdem, neben der 
o. g. Funktion als Stammzelle, weiterhin die Aufgabe, die Migration neu gebildeter Zellen zu 
kontrollieren.  
Für die Synaptogenese sind Astrozyten insofern wichtig, als dass sie verschiedene lösliche 
Faktoren sezernieren, die für den Aufbau und Erhalt der Synapsen und für die 
Synapsenreifung wichtig sind. Auch Faktoren, die den Abbau von Synapsen einleiten, werden 
von Astrozyten sezerniert (PASCUAL et al. 2005).  
In Unterpunkt zwei gemäß Tab. 2.1 sind die strukturellen Aufgaben der Astrozyten 
wiedergegeben. Dazu gehört die Ausbildung eines Grundgerüstes, in welches die Neuronen 
eingebettet sind – diese Funktion spiegelt sich auch im Begriff ‚Nervenkitt’ wider, den 
VIRCHOW bereits 1846 geprägt hat. Neben jener statischen Funktion haben Astrozyten auch 
eine aktive Rolle, denn sie stehen über eine Vielzahl von Synapsen mit den Blutgefäßen und 
Neuronen ihrer Domäne in Verbindung. Eine Domäne umfasst dabei das dreidimensionale 
Wirkungsgebiet eines Astrozyten, in dem auch die Ausläufer des einen Astrozyten über ‚gap 
junctions’ miteinander verbunden sind. Benachbarte Domänen überlappen sich nur an ihren 
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äußersten Grenzen, denn hier stehen die astrozytären Fortsätze miteinander in Verbindung 
(VERKHRATSKY u. BUTT 2007).  
 
Regulation der Neuro- und Gliogenese 
Regulation der Synaptogenese 1 Entwicklungsbiologische Aufgaben im 
adulten Gehirn 
Regulation der Migration von 
Nervenzellen 
Ausbildung des strukturellen 
Grundgerüstes des ZNS  
2 Strukturelle Aufgaben 
Ausbildung eines funktionellen 
Synzytiums im ZNS, Einbindung von 
Neuronen in dieses Synzytium 
Beteiligung an der Blut-Hirn-Schranke  
3 Vaskuläre Aufgaben 
Regulation der Mikrozirkulation im 
ZNS 
Bereitstellung von Glykogen und 
Laktat 4 Metabolische Aufgaben 
Phagozytose 
Regulation der extrazellulären 
Ionenkonzentration  
Regulation des extrazellulären pH-
Werts 
5 Kontrolle der Homöostase 
Abtransport der Neurotransmitter aus 
dem extrazellulären Raum  
Modulation der synaptischen 
Transmission 
Integration neuronal-glialer Netzwerke 
Kontrolle langfristiger 
Signaltransduktionswege im glialen 
Netzwerk 
6 Aufgaben in der Signaltransduktion 
Abgabe von Glutamat 
  
 
Tab. 2.1: Aufgaben der Astrozyten im ZNS, eingeteilt in sechs Funktionsbereiche 
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Astrozyten nehmen weiterhin eine wichtige Funktion für die Ausbildung der Blut-Hirn 
Schranke ein. So konnten JANZER u. RAFF (1987) nachweisen, dass neugebildete Gefäße 
nur dann undurchlässig für hochmolekulare Substanzen waren und damit den Eigenschaften 
der Blut-Hirn-Schranke gleichkamen, wenn sie sich in einer Kokultur mit Astrozyten 
entwickelt hatten. Dabei beeinflussen die Astrozyten die Entwicklung der spezialisierten ‚gap 
junctions’ der Blut-Hirn-Schranke über die Ausschüttung von Zytokinen wie ‚transforming 
growth factor α’ und ‚glial derived neurotrophic factor’. Über die Ausschüttung 
vasodilatatorischer Substanzen können sie zudem die lokale Durchblutung beeinflussen 
(ANDERSON u. NEDERGAARD 2003).  
Astrozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Bereitstellung von metabolischen Substanzen 
für die Energieversorgung der Neuronen (s. Tab 2.1, Unterpunkt 4). Denn 50% der über die 
Blut-Hirn-Schranke aufgenommenen Glukose wird nicht direkt von den Neuronen 
aufgenommen sondern gelangt in die Astrozyten. Diese haben einen sehr viel geringeren 
Energiebedarf als die Neuronen. Sie können die Glukose entweder als Glykogen speichern, 
welches bei hohem Energiebedarf wieder freigesetzt werden kann, oder sie verwerten die 
Glukose in der aeroben Glykolyse wobei das Endprodukt Laktat wiederum den Neuronen als 
Energielieferant bereitgestellt werden kann (VERKHRATSKY u. BUTT 2007). 
Die Aufrechterhaltung der Homöostase wird über eine Vielzahl von Ionenkanälen, die in den 
Astrozytenmembranen lokalisiert sind, bewerkstelligt. Astrozyten sorgen auf diese Weise für 
ein konstantes Ionenmilieu im extrazellulären Raum und regulieren auf diese Weise auch den 
extrazellulären pH-Wert. Ebenfalls wichtig ist die Aufnahme von überschüssigem Transmitter 
in die Astrozyten. Insbesondere Glutamat ist neurotoxisch in hohen Konzentrationen (s. 2.1.3 
‚spreading depressions’) und wird deshalb über den Glutamat-Transporter in den Astrozyten 
aufgenommen und in Glutamin umgewandelt. Glutamin wird anschließend wieder in den 
synaptischen Spalt abgegeben und von dort in die Synapse aufgenommen. In der Synapse 
wird es über eine Glutaminase in Glutamat umgewandelt und steht erneut für eine 
Signaltransduktion zur Verfügung. Dieses System des ‚Glutamat-Recycling’ wird auch als 
‚Glutamin-Glutamat-Shuttle’ bezeichnet (VERKHRATSKY u. BUTT 2007). 
Astrozyten nehmen weiterhin über andere Mechanismen an der Signaltransduktion teil (Tab 
2.1 Unterpunkt 6). Sie sind beispielsweise in der Lage ein azetylcholinbindendes Protein zu 
synthetisieren, durch dessen Ausschüttung in den synaptischen Spalt die Konzentration von 
Azetylcholin verringert wird. Dadurch, wie auch über die Ausschüttung von ATP, kann die 
Signaltransduktion kurzfristig beeinflusst werden. Längerfristige Beeinflussungen der 
synaptischen Transmission sind ebenfalls möglich. Dabei kommt es zu einer Veränderung der 
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Morphologie der Astrozytenendfüßchen, die die Synapsen umschließen. SYKOVA (2004) 
konnte im Rattenmodell nachweisen, dass sich die Astrozytenendfüßen im Nucleus 
supraopticus laktierender Ratten von ‚ihren’ Synapsen entfernen und damit eine höhere 
Glutamat Konzentration im synaptischen Spalt zur Verfügung steht.  
 
2.3.3 Die reaktive Astrogliose bei zerebraler Ischämie 
 
Im Falle des Schlaganfalls kommt es, wie in 2.1.3 beschrieben, zu einer Zellnekrose im 
ischämischen Kern, die nicht nur Neuronen, sondern auch Gliazellen und Endothelzellen 
betrifft. Die Astrozyten in der Periinfarktzone, die nicht der raschen Zellnekrose anheim 
fallen, reagieren auf das ischämische Geschehen mit einer verstärkten Synthese von GFAP. 
Die Periinfarktzone entspricht dem Areal der unter 2.1.3 genannten Penumbra (DIRNAGL et 
al. 1999b). GFAP ist ein Intermediärfilament in Astrozyten. Die Aktivierung der Astrozyten 
der Periinfarktzone kann innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Insult durch eine 
verstärkte GFAP-Dichte nachgewiesen werden. Dieser Prozess wird, zusammen mit einer 
Hyperplasie und Hypertrophie der Astrozyten, als reaktive Astrogliose bezeichnet. Diese ist 
keine schlaganfallspezifische Reaktion der Astrozyten, sondern wird auch bei anderen ZNS-
Pathologien, wie beispielsweise Verletzungen, Inflammationen und degenerativen 
Erkrankungen, nachgewiesen. Sie ist grundsätzlich reversibel. Im Falle von schweren 
Pathologien kommt es jedoch zur Ausbildung der sog. Glianarbe, die als bleibende Struktur 
die Regeneration des Gewebes negativ beeinflussen kann. RIDET et al. (1997) spricht in 
diesem Fall von einer anisomorphen Astrogliose (mit Glianarbenbildung), im Gegensatz zur 
isomorphen Astrogliose (ohne Glianarbenbildung). Die Glianarbe ist durch eine extrem dichte 
„Verwebung“ aus Astrozyten und ihren Fortsätzen gekennzeichnet. Ein detailliertes Erkennen 
der Zellgrenzen ist lichtmikroskopisch nicht möglich. In die Glianarbe sind auch 
fibromeningeale Zellen eingelagert. Im Falle des Schlaganfalls beim Menschen wird die 
Glianarbe an der Infarktgrenze um den 14. Tag nach dem Insult ausgebildet (HAUPT et al. 
2007). Der Prozess der Glianarbenbildung ist aber erst sechs Wochen nach dem Insult 
vollständig abgeschlossen (STRONCEK u. REICHERT 2008). Im Nagermodell ist der 
Prozess der Glianarbenbildung nach ca. fünf Tagen abgeschlossen (CLARK et al. 1993, VAN 
BEEK et al. 2000). Die genauen Zeitverläufe anzugeben ist schwierig, da die reaktive 
Astrogliose kein einheitlicher Prozess ist. So konnten BADAN et al. (2003) Unterschiede im 
Zeitverlauf der reaktiven Astrogliose von alten und jungen Versuchsratten feststellen, 
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ALONSO u. PRIVAT (1993) konnten Unterschiede im Aufbau der Glianarben verschiedener 
Hirnregionen nachweisen. SOFRONIEW u. VINTERS 2010 unterteilen die reaktive 
Astrogliose in verschiedene Grade. Grad I entspricht der milden bis moderaten Astrogliose 
bei der keine Proliferation der Astrozyten festzustellen ist und die astrozytären  Domänen 
(vgl. 2.3.2) erhalten bleiben. Bei der schweren diffusen Astrogliose (Grad II) kommt es zu 
einer Proliferation der Zellen und einer Überlappung der Domänen. Im Falle einer Astrogliose 
drittes Grades kommt es zusätzlich zu den Veränderungen, wie sie bei Grad II auftreten, zur 
Ausbildung einer Glianarbe.  
 
2.4 Glukosetransport an der Blut-Hirn-Schranke 
 
2.4.1 Aufbau und Funktion der Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke 
 
Die Endothelzellen des Gehirns sind über verschiedene Zell-Zell-Verbindungen miteinander 
verbunden und bilden die Blut-Hirn-Schranke. Dazu gehören ‚tight junctions’, Zonulae 
adherens und ‚gap junctions’ (HAWKINS u. DAVIS 2005). Sie verbinden die Endothelzellen 
zu einem lückenlosen Zellverband. Deshalb werden die Kapillaren der Blut-Hirn-Schranke 
auch als kontinuierliche (WELSCH 2003) bzw. geschlossene Kapillaren (LIEBICH 2010) 
bezeichnet. 
Die Endothelzellen stehen über ihre Basallamina mit den sie umgebenden Perizyten und 
Astrozyten in Kontakt (ABBOTT et al. 2006). Zwischen den Astrozytenendfüßchen und den 
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke liegen die Virchow-Robin-Räume. Sie stehen mit dem 
subpialen Raum in Verbindung und sind mit interstitieller Flüssigkeit gefüllt. Sie haben u. a. 




Insgesamt sind bis heute 12 verschiedene Glukosetransporter bekannt (JOOST u. THORENS 
2001). Die ersten Vertreter wurden durch (MUECKLER et al. 1985) entdeckt. Fünf der zwölf 
bekannten Glukosetransporter sind im Gehirn vorhanden: GLUT-1, GLUT-3, GLUT-6, 
GLUT-8 und HMIT (H(+)-Myo-Inositol Kotransporter) (= GLUT-13). 
GLUT-1 wird in den Endothelzellen und Astrozyten der Blut- Hirn-Schranke exprimiert. 
Dabei wird zwischen zwei Isoformen des Transporters unterschieden: Die 55 kDa-Isoform ist 
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an den Membranen der Endothelzellen, die 45 kDa-Isoform an den Astrozytenmembranen 
lokalisiert. GLUT-3 hingegen transportiert Glukose in die Neuronen (DUELLI u. 
KUSCHINSKY 2001). GLUT-6, wie auch GLUT-8 und HMIT gehören zur Subklasse 3 der 
GLUT-Familie und liegen unter steady-state Bedingungen lediglich intrazytoplasmatisch in 
Vesikeln der Gehirnzellen vor. 
Der GLUT-1 an der Blut-Hirn-Schranke ist ein einfacher Uniporter. In Abb. 2.2 sind die 




























Abb. 2.2: Glukosetransporter im Gehirn, modifiziert nach (ULDRY u. THORENS 2004). 
Glukose wird an der Blut-Hirn-Schranke über GLUT-1 (55kDa) aufgenommen und gelangt 
entweder direkt in die Neuronen (über GLUT-3) oder wird über GLUT-1 (45 kDa) von 
Astrozyten aufgenommen. In den Astrozyten wird Glukose zu Laktat verstoffwechselt, welches 
über Monocarboxyltransporter (MCT) in Neuronen transportiert wird und dort als 
Energiequelle genutzt wird. Neben GLUT-3, welches an der Plasmamembran lokalisiert ist, 
konnten GLUT-6 und GLUT-8 in intrazytoplasmatischen Vesikeln in Neuronen nachgewiesen 
werden. Wann und wie es zu einer Translokation der Transporter an die Plasmamembran 
kommt, ist bisher unbekannt. HMIT (H(+)-Myo-Inositol Kotransporter) ist für die Aufnahme 









Die Endothelzellen exprimieren den GLUT-1 sowohl auf ihren luminalen als auch  
abluminalen Membranen (GERHART et al. 1989). Außerdem liegt er intrazytoplasmatisch in 
Vesikeln vor. 
Je nach Spezies und Alter sind die Transporter an den o. g. Lokalisationen unterschiedlich 
verteilt (GERHART et al. 1989, FARRELL u. PARDRIDGE 1991, VORBRODT et al. 1999, 
CORNFORD u. HYMAN 2005). SIMPSON et al. (2001) konnten Asymmetrien im 
Verteilungsmuster der Transporter an luminaler bzw. abluminaler Membran bei Rindern 
aufzeigen. 
 
2.4.3 Glukosetransporter-1 Expression bei zerebraler Ischämie 
 
Die GLUT-1-Dichte im Gehirn ist nicht statisch. Sie verändert sich bei verschiedenen 
pathologischen Zuständen, wie z. Bsp. bei Diabetes (HOU et al. 2007) und der Alzheimer 
Erkrankung (KALARIA u. HARIK 1989), in beiden Fällen liegt eine geringere GLUT-1-
Dichte vor.  
Bei hypoxischen Zuständen kommt es zu einer Erhöhung der GLUT-1-Dichte im Rattenhirn 
(HARIK et al. 1994). In einem Versuchsmodell von VANUCCI et al. (1996) wurden juvenile 
Ratten verwendet, bei denen sieben Tage nach der Geburt eine Ligatur der rechten A. carotis 
communis durchgeführt wurde. Die Tiere wurden einige Stunden danach für zweieinhalb 
Stunden in eine hypoxische Kammer überführt. Nach einer Erholungsphase von 4, 24 bzw. 72 
Stunden wurden sie euthanasiert. Die höchste GLUT-1-Dichte wurde 24 Stunden nach der 
Hypoxie festgestellt. 72 Stunden später wurden keine Unterschiede mehr in der GLUT-1-
Dichte nachgewiesen. Eine durch MCCALL et al. (1996a) durchgeführte Studie mit Ratten, 
die einer 15 Minuten andauernden Globalischämie unterzogen wurden, zeigte ebenfalls eine 
Erhöhung der GLUT-1- (55kDa) Dichte, sowohl einen, als auch vier Tage nach dem Insult. 
Experimentell konnte außerdem nachgewiesen werden, dass die GLUT-1-Dichte durch die 
Kokultur mit Astrozyten erhöht wird. Dazu ist der direkte Kontakt zwischen 
Astrozytenendfüßchen und Endothelzellen nötig (HURWITZ et al. 1993). 
 
2.5 Experimentelle Therapiekonzepte für zerebrale Ischämien 
 
Die experimentellen Therapiekonzepte versuchen eine neuroprotektive bzw. 






Neuroporotektive Eingriffe im Infarktgeschehen werden durch den Einsatz von 
Radikalfängern (WATANABE et al. 2008), Kalziumantagonisten (KOBAYASHI u. MORI 
1998), Glutamatantagonisten (PRASS u. DIRNAGL 1998) und antiapoptotischen Pharmaka 
(FINK et al. 1998) erreicht. Forschungsarbeiten existieren auch auf dem Gebiet der 
ischämischen Präkonditionierung. Dabei werden subletale Ischämien provoziert, die zu einer 
veränderten Genexpression verschiedener Proteine führen und damit die Auswirkungen des 
nachfolgenden ischämischen Schadens vermindern sollen (STENZEL-POORE et al. 2003). 
Ein weiterer neuroprotektiver Ansatz wird durch das Herabsenken der Körpertemperatur der 
Versuchstiere erreicht. Die Hypothermie bedingt einen verlangsamten Energiestoffwechsel 
und damit folglich einen verzögerten Zelltod und ein geringeres Infarktvolumen (GINSBERG 
et al. 1992). 
Zu den neuroregenerativen Therapiekonzepten ist die experimentelle Therapie mit 
Wachstumsfaktoren (ZHAO et al. 2007) und die Durchführung einer Gentherapie (HEISTAD 
u. FARACI 1996) zu zählen.  
Der Einsatz von Stammzellen als experimentelles Therapiekonzept beinhaltet neuroprotektive 
als auch neuroregenerative Ziele und ist ein aktueller Forschungszweig (s. Kapitel 2.5.1). 
 
Neuroprotektive Methoden Literaturnachweis 
Hypothermie GINSBERG et al. 1992 
Radikalfänger WATANABE et al. 2008 
Kalziumantagonisten KOBAYASHI u. MORI 1998 
Glutamatantagonisten PRASS u. DIRNAGL 1998 
Ischämische Präkonditionierung STENZEL-POORE 2003 
Neuroregenerative Methoden  
Wachstumsfaktoren ZHAO et al. 2007 
Gentherapie HEISTAD u. Faraci 1996 




LI et al. 2000, CHEN et al. 2001a, LI et al. 
2001, SHEN et al. 2007, SHEN et al. 2010 
(s. auch 2.5.1.6) 
Tab. 2.2: Auflistung einiger Arbeiten zur experimentellen Schlaganfallforschung, eingeteilt 
in neuroprotektive, neuroregenerative und kombinierte Methoden 
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2.5.1 Experimentelle Therapie mit Stammzellen 
 
2.5.1.1 Klassifizierung der Stammzellen 
 
Stammzellen werden in embryonale und postembryonale Stammzellen eingeteilt, eine 
Übersicht dazu ist Tabelle 2.3 zu entnehmen. Embryonale Stammzellen sind toti- 
(Morulastadium) bzw. pluripotent (Blastocyste) und können in alle Gewebe ausdifferenzieren. 
Außerdem haben sie eine hohe Teilungsrate. Sie werden aus der inneren Zellmasse des 

























Abb. 2.3: Übersicht über die Entwicklung der Stammzellen im Organismus. Die drei hier 
dargestellten Typen adulter Stammzellen (hämatopoetische, neurale und mesenchymale) sind 
jene für die Forschung am Häufigsten verwendeten Typen adulter Stammzellen. Es gibt jedoch 
in nahezu allen Organen adulte Stammzellen. 
LITERATURÜBERSICHT 
 20 
In Deutschland ist die Forschung mit embryonalen Stammzellen erlaubt, aber es dürfen nur 
solche Stammzellen verwendet werden, die vor dem 01.05.2007 im Ausland generiert wurden 
(Stammzellgesetz (07/2002, novelliert 11/2008). Die Herstellung, sowie das Klonen und 
Zerstören von Embryonen zu Forschungszwecken, ist in Deutschland nach dem 
Embryonenschutzgesetz (12/1990) verboten. Adulte Stammzellen werden - je nach 
ontogenetischem Alter - in fetale, neonatale und adulte Stammzellen eingeteilt. In nahezu 
allen Organen existieren adulte Stammzellen, die für eine konstante Erneuerung der Zellen 
verantwortlich sind. Sie sind beispielsweise in Knochenmark, Gehirn, Fettgewebe und 
Knochen vorhanden. Im Gegesatz zu embryonalen Stammzellen ist ihre Teilungsrate geringer 
und sie können sich nur in solche Gewebezellen ausdifferenzieren, für die sie 
„vorprogrammiert“ bzw. determiniert sind. Adulte Stammzellen sind bis ins hohe Alter 
vorhanden. 
Seit 2006 ist es möglich, durch künstliche Reprogrammierung aus adulten Stammzellen 
Zellen herzustellen, die, wie embryonale Stammzellen, pluripotent sind. Diese werden 
induzierte pluripotente Stammzellen (iPS) genannt (YAMANAKA u. TAKAHASHI 2006, 
MAHERALI et al. 2007, OKITA et al. 2007). 
 
2.5.1.2 Transplantationsarten der Stammzellen 
 
Man unterscheidet autologe von sygenen, allogenen und xenogenen Transplantationen. Bei 
einer autologen Transplantation handelt es sich Spender und Empfänger um die gleiche 
Person bzw. das gleiche Tier, bei einer syngenen Transplantation sind Spender und 
Empfänger genetisch identisch. Im Falle einer allogenen Transplantation stammen Spender 
und Empfänger von der gleichen Art ab, im Falle einer xenogenen Tranplantation ist dies 
nicht gegeben, Spender und Empfänger entstammen hier unterschiedlichen Spezies. 
Diese o. g. Unterscheidung ist deshalb wichtig, da die immunologische Reaktion des 
Empfängerorganismus von der genetischen Identität des Spenderorganismus abhängig ist. Bei 
einer autologen und syngenen Transplantation sind keine immunologischen Reaktionen des 
Empfängers zu erwarten, bei einer allogenen und xenogenen hingegen schon. Bei einer 
allogenen Transplantation von Organen bzw. Organgeweben kommt es im 
Empfängerorganismus zu einer sog. „Abstoßungsreaktion“ gegen das transplantierte 
Spendergewebe. Bei einer allogenen Transplantation von Knochenmarkstammzellen ist die 
‚graft-versus-host-reaction’ (GVHR) eine ernstzunehmende Komplikation (JACOBSOHN u. 
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VOGELSANG 2007); (s. 2.5.1.6). Hierbei reagieren v. a. die im Transplantat enthaltenen 
zytotoxischen T-Zellen gegen das Empfängergewebe. Durch die Ausschüttung von Zytokinen 
in den Zierorganen Haut und Leber sowie im Gastrointenstinaltrakt, rufen sie Entzündungen 
hervor. Die sich daraufhin entwickelnde ‚graft-versus-host-disease’ (GVHD), wird ca. 
hundert Tage nach der Transplantation bei 35-50% der knochenmarktransplantierten Patienten 
evident, und äußert sich in Diarrhöen, Hautläsionen und hepatischer Dysfunktion. Sowohl 
Abstoßungsreaktionen als auch GVHR/GVHD werden durch die Verabreichung 
immunsupprimierender Medikamente an den Empfängerorganismus unterdrückt bzw. 
behandelt (FRITSCH 2004, SCHEFFOLD 2010). 
 
2.5.1.3 Adulte Stammzellen im Gehirn des Schafes 
 
Adulte Stammzellen sind im Gehirn der Wirbeltiere bis ins hohe Alter vorhanden und für die 
kontinuierliche Neubildung von Gliazellen und Neuronen verantwortlich. Im Schafgehirn 
findet die Glio- und Neurogenese an drei Orten statt: im Gyrus dentatus (GD) des 
Hippokampus, in der Subventrikulärzone (SVZ) und im Bulbus olfactorius (BO) (BRUS et al. 




2.5.1.4 Adulte Stammzellen im Knochenmark  
 
Im Knochenmark gibt es zwei relevante Stammzellpopulationen: Mesenchymale Stammzellen 
und hämatopoetische Stammzellen. Hämatopoetische Stammzellen entwickeln sich zu roten 
und weißen Blutzellen und zu den Thrombozyten. Mesenchymale Stammzellen können sich 
Abb. 2.4: Sagittalschnitt durch ein 
Schafgehirn mit Kresyl-Violett-
Färbung. Pfeile kennzeichnen die 
drei Orte der Glio- und 
Neurogenese im adulten 
Schafgehirn (modifiziert nach Brus 
et al. 2010). 
GD:  Gyrus dentatus;  
SVZ: Subventrikulärzone;  
BO:  Bulbus olfactorius 






zu Knorpel- und Knochengewebe sowie in zahlreiche andere Zelltypen, wie Myozyten, 
neuronale Zellen und Endothelzellen differenzieren (GRAW 2006). 
Bei dem Terminus ‚mononukleäre Knochenmarkzellen’ handelt es sich um ein Zellgemisch, 
bestehend aus Lymphozyten des Knochenmarks mit anteilig vorhandenen mesenchymalen 
und hämatopoetischen Stammzellen (BRENNEMAN et al. 2010).  
 
2.5.1.5 Problematik der experimentellen Therapie mit Stammzellen 
 
Ein gravierendes Problem der Applikation von Stammzellen als Therapie eines Schlaganfalls 
ist die mögliche tumoröse Entartung der Zellen im Versuchstier bzw. im Patienten. In einer 
Studie von ERDO et al. (2003) wurde nach einer lokalen Applikation von embryonalen 
Stammzellen im Mausgehirn als Therapieversuch nach einer MCAO eine Tumorbildung der 
applizierten Zellen im Gehirn nachgewiesen. Auch KAWAI et al. (2010) haben die tumoröse 
Entartung der iP- Stammzellen im Mausmodell festgestellt.  
Die tierexperimentellen Studien und ihre Ergebnisse, die bis dato durchgeführt worden sind, 
nehmen keine Rücksicht auf die Architektur des Gehirns in Form seiner Kompartimentierung 
in graue und weiße Substanz. SAVITZ et al. (2004) weisen in diesem Zusammenhang darauf 
hin, dass die positiven Effekte einer Stammzelltherapie für Infarkte in der weißen Substanz 
schwieriger zu erreichen sein könnten als für solche in der grauen Substanz. Sie befürchten, 
dass die Penetration chronischen Infarktgewebes der weißen Substanz durch die Axone von 
transplantierten Zellen u. U. nicht möglich ist und damit keine funktionellen Verbindungen 
zwischen den residenten und den implantierten Zellen hergestellt werden können.  
Bei einer Transplantation allogener hämatopoetischer Stammzellen ist das Auftreten der 
‚graft-versus-host-reaction’ eine bedeutende Komplikation (s. 2.5.1.2).  
 
2.5.1.6 Bisherige Ergebnisse der experimentellen Schlaganfallforschung mit 
Stammzellen  
 
Transplantationsversuche mit Stammzellen als potentielle Therapieoption des Schlaganfalls 
werden seit ca. zehn Jahren durchgeführt. Besonders die Gruppe um CHEN et al. konnte 
wegweisende Ergebnisse präsentieren (LI et al. 2000, CHEN et al. 2001a, CHEN et al. 2001b, 
LI et al. 2001). Sie testeten verschiedene Applikationswege der Stammzellen, wie 
intravenöse, intraarterielle oder intrastriatale Applikationen 24 Stunden nach der MCAO und 
untersuchten danach die klinischen Auswirkungen im Verhaltenstest im Rattenmodell. Die in 
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diesen Studien verwendeten Stammzellen stammten aus dem Knochenmark. Ein Beispiel für 
einen Therapieversuch in einem chronischen Modell ist die erfolgreiche Transplantation der 
Stammzellen einen Monat nach dem Schlaganfall (SHEN et al. 2007).  
Die verbesserten kognitiven und motorischen Funktionen, die nach einer Stammzelltherapie 
in den Verhaltenstests festgestellt werden konnten, sind auf die folgenden regenerativen 
Mechanismen zurück zu führen: Neurogenese, axonales Sprouting, Synaptogenese, Rückgang 
der Diaschisis (Funktionsverlust und Verlust der elektrischen Aktivität in vom Infarktgebiet 
entfernten Regionen, die über Nervenbahnen miteinander verbunden sind), verbesserte 
Funktion bestehender neuronaler Netze und eine Langzeit-Potenzierung der Nervenbahnen 
(ENGLAND et al. 2009). Bisher konnte nicht festgestellt werden, wie die transplantierten 
Stammzellen diese Veränderungen erreichen oder mit welchen Mitteln die transplantierten 
Stammzellen arbeiten, um diese erfolgversprechenden Veränderungen zu erreichen. 
SHEN et al. (2010) konnten eine Integration der transplantierten Stammzellen im neuronalen 
Gewebe nachweisen und erklären die motorischen Verbesserungen durch den damit 
einhergehenden neuronalen Zellersatz in Form der Stammzellen. CHOPP u. LI (2002) und 
ZHAO et al. (2002) erklären den Therapieeffekt hingegen nicht über die funktionelle 
Integration der Zellen in das Gehirngewebe, sondern über die Sekretion trophischer Faktoren, 
die das Überleben der von der Ischämie beeinträchtigten Neuronen fördern kann. Eine dritte 
mögliche Erklärung für die verbesserten kognitiven und motorischen Leistungen der 
stammzelltherapierten Versuchstiere wird durch die folgenden Versuchsstudien aufgezeigt: 
CHEN et al. (2003a) konnten bei ihren Experimenten eine vermehrte Zellproliferation in der 
SVZ feststellen, die laut TAGUCHI et al. (2004) und JIN et al. (2011) auf die vermehrte 
Neurogenese in der SVZ zurückzuführen ist. Die sich anschließende Migration der neu 
gebildeten Neuronen in die von der Ischämie betroffenen Gehirnregionen wird dann für die 
bessere Regeneration nach dem Schlaganfall verantwortlich gemacht (PARENT et al. 2002, 
YAN et al. 2007). 
Welche anderen Effekte sind im Zuge der Stammzelltherapie beobachtet worden? 
CHEN et al. (2003a) konnten nach der Zelltransplantation eine geringere Apoptoserate im 
Ischämiegebiet nachweisen. In anderen Studien wurde eine vermehrte Angiogenese (CHEN et 
al. 2003b, TAGUCHI et al. 2004a) mit der Stammzelltherapie in Verbindung gebracht. LI et 
al. (2005) und SHEN et al. (2007) konnten eine verminderte Astrogliosereaktion nach einer 
Stammzelltherapie in schlaganfallgeschädigten Ratten nachweisen. Auch die Inflammations-
kaskade konnte durch die Stammzelltherapie moduliert werden (VENDRAME et al. 2005). 
MATERIAL UND  METHODEN 
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3 MATERIAL UND METHODEN 
 
3.1 Aufbau der Arbeit  
 
Das in dieser Studie untersuchte Gehirnmaterial stammte aus einer zuvor durchgeführten 
Schlaganfallstudie im Großtiermodell Schaf (s. Abb. 3.1). Bevor das selektierte 
Gehirnmaterial untersucht werden konnte, sind in einem ersten Schritt geeignete Marker 
etabliert worden. Die zusätzliche Etablierung eines immunhistochemischen Markers zur 


















Abb. 3.1: Grafische Darstellung des gesamten Aufbaus der Studie. Die ab Tag 50 nach der 
Operation durchgeführten immunhistochemischen Markierungen mit den nachfolgenden 
quantitativen Auswertungen sind Bestandteil dieser Arbeit (gelb unterlegt).  
MRT: Magnetresonanztomographie; PET: Positronenemissionstomographie 
 
Die erwähnte Schlaganfallstudie im Großtiermodell Schaf ist in den Jahren 2006/2007 von 
Mitarbeitern des Fraunhofer-Instituts für Zelltherapie und Immunologie sowie von 
Mitarbeitern der Institute für Veterinär-Anatomie und Veterinär-Pathologie der 
Veterinärmedizinischen Fakultät Leipzig durchgeführt worden. Zum Gesamtverständnis der 






Permanente Okklusion der mittleren Zerebralarterie (pMCAO) 
Intravenöse Verabreichung autologer mononukleärer Knochenmarkzellen 
(4x106 Zellen/kg KG) bei den Tieren der Therapiegruppe 
Tötung, Perfusion via A. carotis communis, in situ Fixation der Gehirne 
für 24 Stunden in Paraformaldehyd (PFA) 
Entnahme der Gehirne, weitere Fixation für zwei Tage in PFA, danach 
Lamellierung und Photodokumentation der Gehirne bzw. Lamellen 
Immunhistochemische Markierungen von definierten Regionen der Lamellen; 
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hier beschriebenen Arbeit wird der Aufbau der Studie ausführlich in den Unterpunkten 3.2 bis 
3.7 beschrieben. Auf die Durchführung und die Ergebnisse der Untersuchungen der 
Verhaltenstests sowie auch die Ergebnisse der PET- und MRT-Untersuchungen wird nicht 
weiter eingegangen.  
 
3.2 Tiergruppen, Herkunft der Tiere und Tierhaltung 
 
In Tab 3.1 sind diejenigen Tiere aufgelistet, deren Gehirne anteilig für diese Arbeit untersucht 
worden sind. Die Therapie- und Kontrollgruppe besteht aus Tieren, die dem Prozedere der in 
3.3 beschriebenen Studie unterzogen worden waren. Diese beiden Gruppen setzen sich aus je 
fünf Tieren zusammen. Eine im Anschluss generierte Prozesskontrolle diente der rein 
qualitativen Darstellung der astroglialen Verhältnisse und des Glukosetransporters im 




Tab. 3.1: Übersicht über die in dieser Studie untersuchten Tiergruppen, IHC: 
Immunhistochemie 
 
Bei allen Versuchstieren handelte es sich um hornlose Merino Fleischschafe mit einem 
Gewicht von 50-80 kg. Sie stammten aus dem zur Universität Leipzig gehörenden Lehr- und 
Versuchsgut Oberholz und waren für die Versuchsdauer im Stallgebäude der Chirurgischen 
Tierklinik der Universität Leipzig untergebracht. Dort hatten sie ad libitum Zugang zu Wasser 
und Heu und erhielten zweimal täglich eine Kraftfutterration. Wenn die 
Witterungsbedingungen es zuließen, wurden sie tagsüber auf eine Koppel verbracht. 
Bei der Einstallung in der Chirurgischen Tierklinik wurden alle Tiere klinisch und 
hämatologisch untersucht. Danach wurden sie bis zum Versuchsbeginn täglich in den 
Stallungen inspiziert und kontrolliert (Puls, Atmung, Temperatur, Allgemeinbefinden). 
Gruppe Anzahl der Tiere Untersuchungsziele 
Prozesskontrolle 2 
Qualitative Untersuchungen glialer und 
vaskulärer Strukturen (IHC) 
Kontrollgruppe 5 
Therapiegruppe 5 
Quali- und quantitative Untersuchungen 
glialer und vaskulärer Strukturen (IHC) 
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Drei Tage vor Versuchsbeginn erfolgte die sogenannte Freigabe der Tiere, bei der sie 
randomisiert einer der Therapie- oder Kontrollgruppe zugeordnet wurden. Im Zuge der 
Freigabe wurde ihr neurologischer Status mit Hilfe eines modifizierten neurologischen 
Untersuchungsgangs (s. Tab. 10.1) festgestellt. Außerdem wurden sie zu diesem Zeitpunkt ein 
weiteres Mal hämatologisch und klinisch untersucht (s. Tab. 10.2 u. 10.3). Wenn bei diesen 
Untersuchungen keine Abweichungen physiologischer Parameter festgestellt wurden, sind die 
Tiere für den Versuch freigegeben worden. 
Bei den Tieren der Kontroll- und der Therapiegruppe wurde eine permanente Okklusion der 
mittleren Zerebralarterie (engl. ‚permanent middle cerebral artery occlusion’, pMCAO) 
durchgeführt. Bei den fünf Tieren der Therapiegruppe erfolgte zusätzlich 24 Stunden nach 
dem Insult eine Transplantation autologer mononukleärer Knochenmarkzellen (mKMZ). Die 
Tiere der Kontroll- und Therapiegruppe wurden nach einer Überlebenszeit von sieben 
Wochen euthanasiert.  
Für die Etablierungsversuche der immunhistochemischen Marker wurden Präparate aus der 
Großhirnrinde von vier Tieren aus anderen Versuchsstudien verwendet. 
Alle an diesen Tieren vollzogenen Untersuchungen sind vom Regierungspräsidium Leipzig 
genehmigt und unter den Nummern TVV 16/07 (Kontroll-und Therapiegruppe), TVV 11/09 
(Prozesskontrolle, Etablierungsversuche für immunhistochemische Marker), TVV 11/04 und 






Den Tieren wurde nach der Narkoseeinleitung ein Venenverweilkatheter in die linke V. 
jugularis externa gelegt. Diese erfolgte über eine Mischinjektion, bestehend aus 2 % Xylazin® 
(0,2 mg/kg KGew intravenös, Ceva Tiergesundheit GmbH) und 10 % Ketamin® (5 mg/kg 
KGew intravenös, Medistar). Um die Narkosetiefe zu verstärken, wurde zusätzlich Faustan® 








Die permanente Okklusion der mittleren Zerebralarterie (pMCAO) der Tiere der Kontroll- 
und Therapiegruppen wurde elektrochirurgisch durchgeführt. War die gewünschte 
Narkosetiefe (s. 3.3.1) erreicht, wurden die Tiere mit einem Tubus der Größe 10 intubiert. Ab 
diesem Zeitpunkt konnten sie mit Isofluran (1,8 Vol. % im Verdampfer, Abbott Animal 
Health) beatmet werden.  
Die Tiere wurden in eine rechte Seitenlage verbracht und auf dem Operationstisch fixiert. Der 
Kopf der Tiere wurde im Bereich der Fossa temporalis großzügig geschoren. Nach einem 
ellipsenförmigen Hautschnitt im Operationsgebiet folgte ein vorsichtiges Ablösen des 
Musculus temporalis. Ein Bohrloch durch den nun freigelegten Schädel stellte den Zugang zur 
A. cerebri media sicher, die nachfolgend, nach Durchtrennung der Dura mater, mit Hilfe einer 
elektrischen Pinzette verschlossen wurde. Das Bohrloch wurde nach der Okklusion mit 
Knochenwachs verschlossen und der Muskel wieder in seiner ursprünglichen Position 
angenäht. Eine Hautnaht beendete die Operation. Die Tiere wurden sofort in den Stall 
verbracht und dort kontrolliert, bis sie ihre Stehfähigkeit wiedererlangt hatten. 
 
3.3.3 Entnahme, Aufbereitung und Transplantation der Knochenmarkzellen 
 
Den Tieren der Therapiegruppe wurden einen Tag nach der Operation Knochenmarkzellen 
beidseits aus dem Beckenkamm entnommen. Dazu wurden sie ebenfalls mit dem in 3.3.1 
beschriebenen Protokoll in Narkose gelegt. Das Knochenmark wurde nach der Entnahme mit 
Hilfe einer Dichtezentrifugation innerhalb von vier Stunden aufbereitet. Dazu wurden die 
Zellen zunächst in mehrere 50 ml-Reaktionsgefäße überführt und mittels der Zugabe eines 
identischen Volumens an PBS resuspendiert. In weiteren 50 ml-Reaktionsgefäßen wurden 
parallel dazu je 7 ml Knochenmark/PBS-Gemisch Separationsmedium für Lymphozyten (1:1 
aus LSM 1077® und Pancoll®) vorgelegt. Dieses wurde anschließend langsam mit 10 ml des 
Knochenmark/PBS-Gemischs überschichtet. Danach erfolgte eine 25-minütige Zentrifugation 
(Raumtemperatur, 1000 x g). Nach der dadurch erfolgten Phasentrennung des Knochenmarks 
wurde die Interphase mit einer Pipette abgenommen. Danach wurde das Zellgemisch in 10 ml 
PBS zehn Minuten lang bei einer Zentrifugation mit 600 x g gewaschen. Noch vorhandene 
Erythrozyten wurden anschließend durch Lyse in 500 µl destilliertem Wasser (Aqua dest.) 
über zehn Sekunden zerstört und die verbliebenen Zellen in einem weiteren Waschschritt bei 
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Raumtemperatur und 10-minütiger mit 300 x g gereinigt. Anschließend erfolgte die 
Resuspension des dadurch erhaltenen Zellpellets in 3,75%iger DNAse (Merck, Darmstadt) in 
PBS für 10 Minuten. Ein letzter Waschschritt mit einer 10-minütigen Zentrifugation mit 
300 x g bei Raumtemperatur und einer anschließender Resuspension in 20 ml PBS 
komplettierte die Zellaufbereitung. 
Die Zellzahl der auf diese Art gewonnenen mononukleären Knochenmarkzellen (mKMZ) 
wurde mit Hilfe der Zählkammer nach Neubauer ermittelt. Dazu wurde die gewonnene 
Zellfraktion (in 0,1M PBS suspendiert) mit Trypanblau-Lösung versetzt (1:1), auf die 
Zählkammer pipettiert und mit einem Deckgläschen fixiert. Mikroskopisch wurde dann die 
Anzahl lebender (durchscheinender) und toter (blauer) Zellen in 16 Zählkammerquadraten 
aufsummierend ermittelt. Der erhaltene Wert wurde aufgrund der Verdünnung mit 
Trypanblau-Lösung verdoppelt und schließlich auf das Gesamtvolumen der Zellsuspension 
umgerechnet. Den Tieren der Therapiegruppe wurden mindestens 4x106 autologe mKMZ / kg 
KGew intravenös durch den Venenverweilkatheter verabreicht.  
 
3.4 Tötung der Tiere  
 
Die Tiere wurden im Tierstall in Narkose gelegt (s. 3.3.1) und anschließend sofort in den 
Sektionssaal des Veterinär-Anatomischen Insitutes der Veterinärmedizinischen Fakultät 
transportiert. Dort wurden sie unmittelbar nach ihrer Ankunft, wenn die gewünschte 
Narkosetiefe erreicht war, mit Pentobarbital (40-80 mg/kg Körpergewicht, Essex Pharma) 
euthanasiert. 
 
3.5 Makroskopische Präparation und Perfusionsfixierung 
 
Nachdem der anwesende Tierarzt mit Hilfe eines Stethoskops den Tod der Tiere festgestellt 
hatte, wurden die Köpfe auf Höhe des Atlantookzipitalgelenkes mit Hilfe eines scharfen 
Messers abgesetzt und unter fließendem Wasser grob gereinigt. Anschließend wurden mit 
Hilfe von Pinzetten und einem Skalpell die Aa. carotides communes präpariert. Knopfkanülen 
wurden im Lumen der Gefäße fixiert. Um das Blut aus dem vaskulären System zu spülen, 
wurden die Köpfe per Hand mit drei Litern 0,1 M PBS (pH-Wert 7,4) über die Knopfkanülen 
gespült. Dazu wurden Spritzen mit einem Fassungsvermögen von 100 ml verwendet. 
Anschließend wurden sie eine Stunde lang mit 15 Litern Paraformaldehyd (4 % PFA in 0,1 M 
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PBS, pH 7,4) perfundiert. Eine oszillierende Säge diente zur Entfernung der Schädeldächer 
von den Schafköpfen. Die Köpfe wurden danach über die folgenden 24 Stunden in einem mit 
Paraformaldehyd gefüllten 10-Liter-Eimer bei 4 °C immersionsfixiert. Zuletzt wurden die 
fixierten Gehirne aus den Schädeln präpariert und weitere zwei Tage in Paraformaldehyd 
fixiert. 
 
3.6 Gewinnung und Nomenklatur von Lamellen  
 
Nach drei Tagen Fixierungsdauer wurden die Gehirne in 4 Millimeter dicke Lamellen 
geschnitten. Die Lamellen wurden in rostro-kaudaler Achse durchnummeriert und von ihrer 
lagegerechten rostralen und kaudalen Seite fotografiert. Die Lamelle auf Höhe der MCAO 
wurde als Lamelle 0 bezeichnet. Von ihr ausgehend nach rostral liegende Lamellen wurden 
mit aufsteigenden Zahlen kodiert (+1 bis +5), nach kaudal wurden die Lamellen mit 
absteigenden Zahlen bezeichnet [(-1 bis -8); (s. Abb. 3.2)]. Für die Etablierungsversuche 
wurden die Lamellen +3 bis +5 verwendet, für die immunhistochemischen Untersuchungen in 
der Prozesskontrolle, Kontroll- und Therapiegruppe die Lamelle -2. Sie wurden in eine 
30%ige Saccharoselösung mit 0,05% NaN3-Zusatz überführt, welche den Befall mit Pilzen 

















Abb. 3.2: Schnittprotokoll 
für Schafgehirne, dargestellt 
an-hand der Lateralansicht 
des Gehirnes eines Ver-
suchstieres der Kontroll-
gruppe. Lamelle -2, die für 
die Untersuchungen verwen-
det wurde, ist grün darge-
stellt und liegt ca. 6-8 mm 
hinter Lamelle 0. Lamelle 0 
umfasst das Gehirngewebe 
auf dem die mittlere 
Zerebralarterie (MCA) 
verläuft und ist weiß 
gekennzeichnet. 
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3.7 Gewinnung histologischer Schnitte für weiterführende Untersuchungen 
 
Die für die Untersuchungen relevanten Lamellen wurden mit einer Skalpellklinge in 2 x 2 cm 
große Gewebeproben geteilt. Sie wurden anschließend für drei Tage in eine 30%ige 
Saccharoselösung (in 0,1 M PBS) überführt, die der Äquilibrierung der Proben diente und 
dadurch Gefrierschäden beim nachfolgenden Einfrierungsprozess vermeiden sollte. Das 
Einfrieren der Proben erfolgte unter dem Abzug. Die Gewebestücke wurden dafür 15 
Sekunden lang in –68°C kaltes Isopentan eingetaucht wurden. Durch den Gefrierprozess 
schrumpften die Proben auf eine Dicke von ca. 3 mm zusammen. Dies ist darauf begründet, 
dass die Formation von Eiskristallen im Extrazellulärraum eine Hyperosmolarität bedingt 
woraufhin Wassermoleküle aus der Zelle austreten. Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die 
Proben im Gefrierschrank bei -80°C aufbewahrt. Mit Hilfe eines Kryostaten (CM 1850, 
Leica, Wetzlar) wurden sie nachfolgend sukzessive in 30 µm dicke Gewebeschnitte zerteilt. 
Auf diese Weise konnten aus jeder Probe etwa 100 Schnitte gewonnen werden. Die Schnitte 
wurden auf Superfrost® Objektträger (Menzel, Braunschweig) aufgezogen und bis zum 
Beginn der immunhistochemischen Färbungen bei -20°C im Gefrierschrank aufbewahrt. Auf 
jeden Objektträger wurden zwei Schnitte aufgezogen. 
 
3.8 Probenselektion und Probenmenge für die quantitativen 
immunhistochemischen Untersuchungen 
 
Die quantitativen Untersuchungen der glialen und vaskulären Strukturen wurden an 
definierten Regionen der Lamellen -2 der Kontroll- und Therapiegruppe durchgeführt (s. Abb. 
3.3). Die ausgewählten Regionen wurden mit den römischen Ziffern I bis IV kodiert. In der 
Kontroll- und Therapiegruppe beinhaltet Region I die Infarktgrenze der geschädigten 
Hemisphäre, II ist die dazu korrespondierende Region der kontralateralen Hemisphäre. 
Region III ist die infarktferne Region der ipsilateralen Seite der Therapiegruppe, Region IV 
korrespondiert mit Region III. Die Regionen III und IV konnten in der Kontrollgruppe nicht 
ausgewertet werden, da der Substanz-verlust an Gehirnparenchym durch den Infarkt in der 
Kontrollgruppe verschieden zu dem in der Therapiegruppe war und deshalb weniger Gewebe 
für Untersuchungen zur Verfügung stand. In der Prozesskontrolle wurden die gleichen 
Regionen untersucht, die auch in der Therapiegruppe ausgewertet wurden. In dieser Gruppe 
wurden die Regionen nur histomorphologisch untersucht. Es wurden pro Tier und Region 10 
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Schnitte untersucht. Dabei wurden die zehn Schnitte einer Region aus den 50 vorhandenen 
Schnitten so ausgewählt, dass die gesamte Dicke bzw. Tiefe der insgesamt ca. 3 mm dicken 
















Abb. 3.3: Koronare Ansicht von Lamellen -2 
exemplarisch ausgewählter Tiere der ver-
schiedenen Tiergruppen. Rote Kästchen mar-
kieren die für die immunhistochemischen 
Untersuchungen ausgewählten Regionen und 
schraffierte Areale markieren die makros-
kopisch sichtbare Infarktregion. 
A Prozesskontrolle;  
B Kontrollgruppe;  
C Therapiegruppe; 
Balkenlänge 1 cm 
 
 
II  I 
B A 
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Bovines Serum Albumin (BSA) Roth, Karlsruhe 
Chlorwasserstoffsäure (HCl), 37% Dr. K. Hollborn&Söhne, Leipzig 
3,3’Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 
3,3’Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid with 
metal Enhancer (Cobalt) (DAB-Co) 
Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 
Entellan/Toluol Merck, Darmstadt 
Entellan/Xylol Merck, Darmstadt 
Ethanol, 96%, 90%, 70%, 50%, 30% Roth, Karlsruhe 
Epoxidharz EPON 812 Serva, Heidelberg 
Isopentan (2-Methylbutan) Roth, Karlsruhe 
LSM 1077® PAA Laboratories, Pasching 
Natriumazid NaN3 Merck, Darmstadt 
Natronlauge (NaOH), 4% Roth, Karlsruhe 
Osmiumtetroxid  Sigma-Aldrich Chemie, Taufkirchen 
Pancoll® PAN-Biotech, Aidenbach 
Paraformaldehyd (4%) Roth, Karlsruhe 
Propylenoxid Serva, Heidelberg 
Roti®-Histol Roth, Karlsruhe 
Roti®-Histokitt Roth, Karlsruhe 
D(+)-Saccharose, 30% Roth, Karlsruhe 
Streptavidin + Cy2 (SA + Cy2) Dako, Hamburg 
Streptavidin + Cy3 (SA + Cy3)  Dako, Hamburg 
Sudanschwarz B (C.I. 26150) AppliChem, Darmstadt 
Tissue Freezing Medium® Leica, Nussloch 
Toluol Roth, Karlsruhe 
Tris ultrapure® AppliChem, Darmstadt 













Triton X-100, 0,3% (TX) Serva, Heidelberg 
Vectastain®-ABC Peroxidase Kit (ABC- 
Komplex) 
Vector Laboratories, Inc. 
CA 94010 




Name des Puffers Zusammensetzung des Puffers 
NaCl                                                        7,6 g/l          
Na2hPO4 (Dihydrat)                              0,36 g/l       
NaH2PO4 (Dihydrat)                              1,25 g/l        
Phosphat-gepufferte 
Kochsalzlösung (PBS) 
0,1M, pH 7,4 
mit HCl 1% bzw. NaOH 4% auf pH 7,4 eingestellt 
NaCl   87,7 g/l                                                          
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan   121,1 g/l      
Tris-gepufferte Kochsalzlösung 
(TBS) 
0,1M, pH 7,4 
mit HCl 1% bzw. NaOH 4% auf pH 7,4 eingestellt 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan    6,055g/l       
Aq. bidest.                                             ad 1000ml   
Tris-HCL 
0,1M, pH 7,6 
mit HCl 37% auf pH 7,6 eingestellt                                             
Na2HPO4 (Dihydrat)     17,8 g/l 
NaH2PO4 (Dihydrat)         15,6 g/l Phosphatpuffer (PP) 
0,1M, pH 7,4 
Es werden 77,4 Teile Na2HPO4 (Dihydrat) vorgelegt und 
mit NaH2PO4 (Dihydrat) auf 100 Teile aufgefüllt. 
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3.9.3 Primär- und Sekundärantikörper 
 
Primärantikörper 






Maus anti-Human 1:20 










Maus anti-Human, Maus, 





































Lycopersicon Esculentum  






Hersteller Getestete Konzentrationen 
Ziege-anti-Maus + Biotin 
(ZAM+Biotin) 
Dako, Hamburg 1:500 
Ziege-anti-Kaninchen + 
Cy3 (ZAK+Cy3) 










Dako, Hamburg 1:500, 1:1000 
Ziege-anti-Maus + Cy3 
(ZAM + Cy3) 
Dako, Hamburg 1:500, 1:1000 
Ziege-anti-Kaninchen  
IgG + Biotin  
(ZAK + Biotin) 
Dako, Hamburg 1:500 
 
* Der GFAP-Antkörper der Firma Dako konnte nicht für die Doppelmarkierungen verwendet 
werden da er - wie auch der GLUT-1-Antikörper - im Kaninchen generiert worden ist. Um 
Kreuzreaktivitäten zu vermeiden ist deshalb für die Doppelmarkierungen ein in der Maus 
generierter GFAP-Antikörper eingesetzt worden. 
**Tomatenlektin ist kein Antikörper sondern ein Glykoprotein. Es wird jedoch in der Tabelle 
„Primärantikörper“ mit aufgeführt, da es hier in einer einem Antikörper vergleichbaren Rolle 








Die Immunfluoreszenzmarkierungen wurden, mit Ausnahme der Markierungen, bei denen als 
Primärantikörper Kaninchen anti-GFAP gebraucht wurde, an frei flottierenden Schnitten 
durchgeführt. Dazu wurden die Schnitte über mehrere Minuten in gepufferter Kochsalzlösung 
gespült, der 0,3% Triton X-100 (TX) zugesetzt war, bis ein vorsichtiges Lösen der Schnitte 
von den Objektträgern mit Hilfe von Pinseln möglich war. Wurde eine Objektträger-
behaftetete Markierung durchgeführt, wurden die Schnitte mit einem Dako-Pen® umrundet, 
um ein Herunterfließen der Reagenzien zu vermeiden. 
Zunächst wurden die Schnitte 3 x 5 min in gepufferter Kochsalzlösung (je nach Protokoll 
TBS oder PBS) gespült. Der Pufferlösung war dabei im Falle der Markierung mit GLUT-1 
TX zugesetzt. Danach wurden die Schnitte eine Stunde in Blockpuffer, bestehend aus 
ZNSerum (5%) und TX (0,3%), beides in TBS gelöst, inkubiert. Ein Blockpuffer dient zur 
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen in den Gewebeschnitten.  
Unspezifische Bindungsstellen sind Bereiche des Gewebes, in denen Proteinstrukturen mit 
besonders vielen positiven Ladungen oder hydrophoben Bereiche vorhanden sind. Das 
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Normalserum, welches aus der Tierart stammen sollte, in der der Sekundärantikörper 
generiert wurde, besteht aus hochmolekularen Proteinen, die diese unspezifischen 
Bindungsstellen besetzen und damit verhindern, dass sich der Antikörper fälschlicherweise an 
diese anlagert. Kombiniert wurde das Normalserum mit TX, einem Detergens, das vermutlich 
Fc-Rezeptoren auflöst (ROMEIS 2010).  
Anschließend erfolgte über Nacht bei 4°C die Inkubation des Primärantikörpers in 
Blockpuffer auf dem Schüttler. Am folgenden Tag wurden die Schnitte erneut in Puffer 
gespült. Danach wurden sie über zwei Stunden bei Raumtemperatur mit den 
Sekundärantikörpern, ebenfalls im Blockpuffer gelöst, inkubiert. Die mit Fluorochromen 
gekoppelten Sekundärantikörper waren dabei gegen die jeweilige Wirtsspezies der 
Primärantikörper gerichtet. Anstatt eines Fluorochroms konnte der Sekundärantikörper auch 
mit Biotin gekoppelt sein. In diesem Fall wurden die Proben nach einem weiteren Spülschritt 
zwei weitere Stunden mit einem fluorochromierten Streptavidin inkubiert. Streptavidin ist ein 
Protein mit Tetramerstruktur (4 x 13 kDa) und einer außergewöhnlich hohen Affinität 
gegenüber Biotin. 
Folgende zwei Fluorochrome wurden eingesetzt: Das rot fluoreszierende Cy3 
(Exzitationsmaximum 550 nm, Emissionsmaximum 570 nm) und das grün fluoreszierende 
Cy2 (Exzitationsmaximum 490 nm, Emissionsmaximum 510 nm). Zuletzt wurden die 
Schnitte 3 x 5 min in Puffer und anschließend 3 x 5 min in destilliertem Wasser gespült, dann 
auf Objektträger aufgezogen, auf der Wärmeplatte getrocknet, in Toluol eingestellt und mit 
Entellan/Toluol eingedeckt. 
Die Doppelmarkierungen wurden mit der gleichen Technik durchgeführt. Hierbei wurden die 
Primärantikörper in einem Eppendorf-Gefäß zusammengeführt (sog. „Antikörper-Cocktail“) 
und anschließend pippetiert und inkubiert. Mit den Sekundärantikörpern wurde auf die 
gleiche Weise verfahren.  
 
3.10.2 Immunperoxidase-Färbungen (ABC-Technik)  
 
Im Rahmen der immunhistochemischen Untersuchungen mit Immunperoxidasetechnik wurde 
mit frei flottierenden Schnitten gearbeitet, die anschließend einer elektronenmikroskopischen 
Auswertung zugeführt wurden. Zunächst wurden diese in gepufferter Kochsalzlösung 
gewaschen. Danach wurden die Schnitte in 0,6% H2O2 inkubiert, um eine unspezifische 
Markierung aufgrund endogener Peroxidase zu verhindern. Es folgten ein weiterer Spülschritt 
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und anschließend die Blockierung der unspezifischen Epitope mit dem Blockpuffer. Danach 
wurden die Schnitte bei 4 °C über Nacht mit den in Blockpuffer verdünnten 
Primärantikörpern inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Proben zuerst gespült und 
anschließend mit einem biotinylierten Sekundärantikörper, der gegen die Wirtsspezies des 
Primärantikörpers gerichtet war, für 60 min inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe eines 
präformierten ABC-Komplexes aus Streptavidin und Meerrettichperoxidase 
(Präformierungszeit 0,5 h) für ebenfalls 1 h. Die Schnitte wurden dann weitere 2 x 5 min 
gespült und daran anschließend 5 min in Tris-HCl-Puffer- äquilibriert. Unter Sichtkontrolle 
folgte nun die Visualisierungreaktion mit den Chromogenen. Dabei handelte es sich einerseits 
um reines DAB (5 µg DAB gelöst in 10 ml Tris-HCL und 6 µl Wasserstoffperoxid) und 
andererseits um mit Metallionen-verstärkendes DAB (DAB-Cobalt). Nachdem die 
Immunreaktion durch den Ausfall des bräunlichen (DAB) bzw. schwärzlichen (DAB-Cobalt) 
Präzipitates erfolgt war, wurden die Schnitte 3 x 5 min in gepufferter Kochsalzlösung und 
nachfolgend 3 x 5 min in destilliertem Wasser gespült, auf der Wärmeplatte getrocknet, in 
Xylol® eingestellt und mit Entellan/Xylol® eingedeckt. 
Die mit dieser Technik durchgeführten Doppelmarkierungen wurden so gestaltet, dass die 
beschriebenen Markierungsschritte nacheinander abliefen, d. h. dass zuerst die GFAP-
Markierung und anschließend die GLUT-1-Markierung durchgeführt wurden. Um 
Kreuzreaktionen zu vermeiden, wurden die Schnitte zwischen den Markierungsschritten eine 
halbe Stunde lang gespült. 
 
3.10.2.1 Aufbereitung der Proben für die Elektronenmikroskopie  
 
Für die Elektronenmikroskopie bestimmte DAB bzw. DAB-Cobalt visualisierte Proben 
wurden zunächst getrimmt und fotodokumentiert. Danach wurden sie über 60 min in 1% 
Osmiumtetroxid fixiert. Anschließend wurden die Proben 4 x 10 min in 0,1M Phosphatpuffer 
(pH 7,4) gespült. Es folgte die Entwässerung in einer aufsteigenden Alkoholreihe von 30%, 
50%, 70%, 96% und absolutem Ethanol für eine Zeitdauer von jeweils 30 min. Die 
Entwässerung der Proben wurde mit Propylenoxid zweimal 30 min, beendet. Nach einer 
mehrtägigen Einbettung der Proben in Epoxidharz wurden die Proben mit einem 
Ultratrimmgerät (UltraCut UCT, Reichert-Jung) in 50 nm dicke Proben geschnitten und auf 
Trägermedien (Nickel-Grids) zur Verwendung am Elektronenmikroskop aufgebracht.  
 




Alle Auswertungen wurden am Veterinär-Anatomischen Institut der Universität Leipzig 
durchgeführt. 
 
3.11.1 Qualitative pathohistomorphologische Auswertungen 
 
3.11.1.1 Auswertungen der immunhistochemisch markierten Präparate 
 
Die qualitativen Auswertungen wurden, wenn es sich um Immunfluoreszenz (IF) markierte 
Präparate handelte, am Improvision-System (PerkinElmer, USA) durchgeführt. Die mit 
Chromogen-visualisierten Proben wurden am Axiophot (Zeiss, Oberkochen) mit Hilfe der 
Differential-Interferenz-Kontrast-Optik (Nomarsky-Technik) validiert. 
 
3.11.1.2 Elektronenmikroskopische Auswertungen der immunhistochemisch 
markierten Präparate  
 
Die Elektronenmikroskopie an einigen mit Immunperoxidase-Technik behandelten Präparaten 
wurde am Transelektronenmikroskop (EFTEM Libra 120, Zeiss, Oberkochen) durchgeführt. 
 
3.11.1.3 Quantitative Auswertungen immunhistochemisch markierter Präparate der 
Kontroll- und Therapiegruppe 
 
Die quantitativen Auswertungen der selektierten Regionen (s. Abb 3.3) auf ihre glialen und 
vaskulären Strukturen erfolgten mit Hilfe des Bildanalyseprogramms Volocity am 
Improvision-System (s. dazu Fließdiagramm Abb. 3.4). Die Gewebeschnitte der 
Prozesskontrolle wurden nur qualitativ untersucht. Auf den Objektträgern wurde zunächst ein 
auszuwertendes Areal ausgewählt. Dabei wurde das Areal im Falle der Region I so 
ausgewählt, dass das Gebiet die Glianarbe (die durch Astrozyten entweder der weißen oder 
der grauen Substanz gebildet wurde) und die an sie angrenzende weiße bzw. graue Substanz 
beinhaltete. In Schnitten ohne Glianarbe, wie in den infarktfernen Regionen der ipsilateralen 
Hemisphäre und auf der kontralateralen Hemisphäre, wurde ein Gyrus ausgewählt, der 
homogen markiert war und, entsprechend der Region I, vergleichbare Areale in der weißen 
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und grauen Substanz abdeckte. Von diesen ermittelten Arealen wurden zunächst 
Übersichtsaufnahmen angefertigt. 
Danach wurden je fünf Frames mit einer Größe von 218 x 174 µm in die weiße und graue 
Substanz gesetzt. Fünf von ihnen wurden in einem Abstand von 300 µm zum Infarktrand in 
weißer bzw. grauer Substanz platziert, die fünf anderen Frames hatten einen Abstand von 
1000 µm zum Infarktrand und lagen damit in der jeweiligen anderen Gewebeschicht (weiße 
bzw. graue Substanz). Damit konnten weiße und graue Substanz in jedem Schnitt analysiert 
werden.  
Die Frames wurden anschließend einzeln konfokal aufgenommen, wobei die Z-Achse jedes 
Frames 3 µm dick war. Dabei wurden die rot bzw. grün fluoreszierenden Strukturen mit einer 
automatischen Belichtungseinstellung aufgenommen. 
Die so entstandenen Bilder wurden anschließend vom Computerprogramm auf ihre grünen 
bzw. roten Strukturen (je nach Fluorochrom) analysiert. Diese wurden farbig umrahmt, 
durchnummeriert und in einer Tabelle erfasst. Außerdem wurde für jede erkannte Struktur 
‚Voxel Count’, ‚Volume’ (µm3) und ‚Surface Area’ (µm2) angegeben. 
Für diese Analyse wurden programminterne Protokolle erstellt, damit die Analyse bei jedem 
Frame den gleichen Kriterien entsprach. Die für jeden Frame entstandenen Tabellen wurden 
in Microsoft Excel überführt. Mit dem Excel-Programm wurde das Volumen (in µm3) der 
einzeln aufgelisteten Strukturen summiert. Die Analyse der anderen neun Frames wurde 
gleichermaßen durchgeführt. Das Volumen der Färbeereignisse der fünf Frames in der weißen 
bzw. der grauen Substanz wurde addiert.  
Auf diese Weise wurden zehn Objektträger pro Region untersucht. Es wurden für beide 
























                          
 
 









ID Voxel Count Volume (µm
3
) Surface Area (µm
2
)
2 152 7,97803 36,5162
15 227 11,9146 42,3763
38 117 6,14099 40,1757
57 187 9,81508 33,9122
58 200 10,4974 36,6167
77 203 10,6549 52,2967
78 358 18,7904 73,1564
83 165 8,66037 36,5211
110 125 6,56088 25,5785
124 132 6,92829 29,1605
214 102 5,35368 28,4133   
 
Parallel zu   5   wird eine Tabelle mit den GFAP(+)  
Strukturen angelegt, dabei wird jeder einzeln er- 
kannten Struktur eine ID, sowie weitere Daten 
zugeordnet. 
Objektträger mit zwei  
GFAP markierten Schnitten  Übersichtsaufnahme  
eines ausgewählten 
Areals;  
Balkenlänge 400 µm 
1
Addition des Volumens der markier-
ten Einzelstrukturen eines Frames 7
Addition der fünf Frames der weißen 
und der grauen Substanz 
8
Ergebnis: ∑ markierter Strukturen 
aus fünf Frames in der weißen und 
fünf Frames in der grauen Substanz 
eines Schnittes 
9
Abb. 3.4: Fließdiagramm zur Darstellung der 
Analyse eines GFAP markierten Schnittes 
6
Konfokale Aufnahme eines Frames 
mit Cy3 (rot) markierten, GFAP(+) 
Strukturen (Balkenlänge 200µm) 
4
Übersichtsaufnahme des ausgewählten                
Areals mit je fünf Frames in der grauen  






Durch die Analyse mit dem Volocity 
Programm werden GFAP(+) Struk-
turen automatisch farbig umrahmt. 
Zusammenhängende Strukturen sind 
mit einer Farbe gekennzeichnet. 
5
2




Name der Software Hersteller, Firmensitz 
MS Word 7 Microsoft Corporation, USA 
Volocity-Programm PerkinElmer, USA 
Adobe Photoshop CS5  Adobe Systems Incorporated, USA 
Excel 2000  Microsoft Corporation, USA 
Axiovision Carl Zeiss, Deutschland 
SPSS Software Statistics 17.0 SPSS Incorporated, USA 
 
 
3.12 Statistische Auswertungen 
 
Die statistische Auswertung der quantitativen Untersuchungen in der Kontroll- und 
Therapiegruppe erfolgte unter Zuhilfenahme der Software SPSS Statistics 17.0. Ein p-
Wert<0,05 (*p<0,05) wurde hierbei als statistisch signifikant bezeichnet. 
Für alle Untersuchungen wurde der gepaarte t-Test verwendet. Die Auswahl und richtige 
Durchführung dieses statistischen Tests wurde von Dr. Dirk Hasenclever aus dem Institut für 












4.1 Etablierung einer Astrozytenmarkierung am Schaf 
 
Der Kaninchen anti-GFAP-Antikörper der Firma Dako zeigte in einer Konzentration von 
1:2000 und IF-Technik (detailliertes Protokoll s. Anhang Abb. 10.1) die beste Anfärbung 
astrozytärer GFAP(+)Strukturen auf den objektträgerfixierten Schnitten. Astrozyten in der 
weißen und grauen Substanz wurden homogen markiert. 
Eine ultrastrukturelle Untersuchung an DAB-markierten Präparaten (s. Abb 4.1 (B)) erbrachte 
den Nachweis einer GFAP-Markierung auch in den Astrozytenendfüßchen (s. Abb. 4.2).  
Abb. 4.1: Repräsentative Darstellung der Großhirnrinde mit einem Ausschnitt des 
Großhirnmarks ( ) von einem gesunden Schaf mit GFAP-Immunfluoreszenz- ((A), 
Balkenlänge 130 µm)) bzw. DAB-Visualisierung ((B), Balkenlänge 100µm)). Die unterer 
Reihe zeigt Astrozyten in grauer (C) und weißer (D) Substanz (Balkenlänge 200 µm). Die 
protoplasmatischen Astrozyten (C) zeigen ein buschiges Aussehen und sind damit deutlich 








Die nachfolgenden quantitativen Untersuchungen an den Präparaten der Kontroll- und 
Therapiegruppe sind aufgrund der guten Ergebnisse nachfolgend mit dem Kaninchen anti-


















4.2 Etablierung einer Gefäßmarkierung am Schaf 
 
Für die Etablierung einer Gefäßmarkierung wurden sechs verschiedene Antikörper getestet (s. 
Tab. 3.10.3). Dabei zeigte der zuletzt getestete GLUT-1 Antikörper ein sehr homogenes und 
hoch spezifisches Färbeverhalten, so dass dieser für die anstehenden Untersuchungen der 
Schafgehirne der Kontroll- und Therapiegruppe eingesetzt wurde. 
 
4.2.1 Tomatenlektin  
 
Tomatenlektin, welches ein aus der Tomate gewonnenes Glykoprotein ist, markierte zwar die 
Gefäße (Abb. 4.3 (A), zeigte jedoch zusätzlich dazu eine starke Hintergrundfärbung. 
Versuche, diese auf verschiedene Arten zu reduzieren, waren nicht erfolgreich. Dazu gehörte 
 
 
Abb. 4.2: Transelektronenmikroskopische Aufnahme einer Kapillare der 
Großhirnrinde mit  DAB-Präzipitat (  ) in einem GFAP markierten 
Astrozytenendfüßchen (2). Ebenfalls in der Aufnahme zu erkennen sind 
Erythrozyten im Kapillarlumen (1), ein Mitochodrium im 
Astrozytenfortsatz (3) und eine Endothelzelle (4). (5) markiert einen die 










die Verwendung von Sudanschwarz, das zu einer Reduktion der Autofluoreszenz von 
Lipofuszin führt. Lipofuszin ist ein Abbauprodukt der roten Blutkörperchen mit einer hohen 
Autofluoreszenz, das besonders häufig in fixiertem Nervengewebe vorhanden ist. Weiterhin 
sollte eine Zentrifugation des Antikörpers von 10 Sekunden Dauer bei 3000 G die 
Hintergrundfärbung verringern. Diese Technik kann dann erfolgreich sein, wenn man davon 
ausgeht, dass die starke Hintergrundfärbung des Gewebeschnittes durch schwere 
autofluoreszierende Partikel hervorgerufen wird, die sich in der Antikörperlösung befinden. 
Diese sollen durch die Zentrifugation isoliert werden. Ein letzter Versuch die Autofluoreszenz 
zu verringern, bestand darin, die Konzentration des Normalserums (in diesem Fall handelte es 
sich dabei um bovines Serum Albumin) im Blockpuffer zu erhöhen.  
Ein weiteres Problem der Tomatenlektin-Markierung bestand in der Komarkierung von 
Mikrogliazellen (Abb. 4.3. (B)). Die Markierung der Mikrogliazellen konnte durch die 
erhöhte Konzentration von BSA im Blockpuffer ebenfalls nicht beeinflusst werden.  
 
4.2.2 Kollagen IV 
 
Die Verwendung von Kollagen IV-Antikörper zeigte die Markierung von Gefäßen. Diese 
erwies sich jedoch als sehr inhomogen (Abb. 4.3. (C)) und zeigte eine starke 
Hintergrundfärbung (Abb. 4.3 (D)). Die Signale zwischen den spezifischen Gefäßen waren zu 
stark, um sie mit Signalschwellenwerten zu quantifizieren. Daher wurde Kollagen IV als 
Gefäßmarker ausgeschlossen. 
 
4.2.3 RECA-1  
 
Der Testversuch mit RECA-1-Antikörper erwies sich als negativ. Eine spezifische Färbung 




Ein Testversuch mit dem von Willebrand-Faktor-Antikörper konnte nur eine schwache bzw. 
in großen Anteilen des Schnittes gar keine Markierung der Gefäße nachweisen, so dass 







Abb. 4.3: Beispiele aus den Testreihen zur Gefäßmarkeretablierung. (A) zeigt die spezifische 
Markierung der Endothelzellen durch Tomatenlektin, die in der 40- fachen Vergrößerung (B) 
durch einen hohen Verschmutzungsgrad auffällt. Bei den in den weiß schraffierten Kreisen 
markierten Strukturen handelt es sich vermutlich um spezifisch markierte Mikrogliazellen 
bzw. deren Fortsätze. In (C) ist die inhomogene Kollagen IV-Markierung der Endothelzellen 
zu erkennen, die teilweise mit einer starken Hintergrundfärbung (D) einhergeht. (E) zeigt in 
der 40-fachen Vergrößerung eine sehr schwach positive Markierung der Endothelzellen mit 
dem von-Willebrand-Faktor-Antikörper. In (F) ist der Markierungsversuch mit CD 31 
Antikörper zu erkennen. Dieser Versuch erwies sich als negativ (Inlet: 1,5x vergrößerter 







4.2.5 CD 31 
 
Der Testversuch mit CD 31- Antikörper erwies sich ebenfalls als negativ (Abb. 4.3 (F)). 





Die ersten Testversuche mit GLUT-1-Antikörper zeigten zwar eine Markierung von Gefäßen, 
diese war jedoch mit einer variablen Hintergrundfärbung verbunden (Abb. 4.4 (A)). Weitere 
Testversuche, in denen die Konzentrationen der Antikörper und des Blockpuffers verändert 
wurden, führten zu einer Verbesserung des Färbeergebnis. Mit dem finalen Protokoll (s. Abb. 
10.2) ließen sich hochgradige spezifische Gefäßfärbungen mit einem homogenen 
Markierungs-muster unter optimaler Reduktion der unspezifischen Hintergrundfärbung 
erreichen (Abb. 4.4 (B)).  
Neben der Visualisierung mit Fluorochromen wurden Präparate mit DAB-Cobalt (DAB-Co) 
inkubiert (Abb. 4.4 (C)), um diese weiterführend elektronenmikroskopisch zu untersuchen. 
Bei diesen Untersuchungen wurde festgestellt, dass der Antikörper nur an den Endothelzellen 
bindet, nicht aber an den Astrozytenendfüßchen. Er erkennt nur die 55 kDa Isoform von 
GLUT-1 und es besteht demnach keine Kreuzreaktivität mit Astrozyten (Abb. 4.5 (A)). Die 
Doppelmarkierung mit GFAP und GLUT-1 AK und einer Fluorochromvisualisierung (Abb. 
4.4 (D) und (E)) untermauerten diese Untersuchung, denn es konnten keine Kofärbungen 
astrozytärer Strukturen durch die beiden verwendeten AK festgestellt wurden. Auch mit 
DAB/DAB-Cobalt doppelmarkierte Präparate wurden elektronenmikroskopisch untersucht. 
Eine Differenzierung zwischen dem in der lichtmikroskopischen Markierung (Abb. 4.4 (F)) 
schwärzlichen DAB-Cobalt-Präzipitat der Endothelzellen und dem dagegen bräunlich 
erscheinenden DAB-Präzipitat in den Astrozyten war elektronenmikroskopisch nicht 








Abb. 4.4: Immunhistochemische Untersuchungen mit GLUT-1 in Einzel- (A-C) und 
Doppelmarkierungen mit GFAP (D-F). (A) zeigt inhomogen Cy-2 markierte 
Endothelzellen, während (B) das Ergebnis einer Markierung mit dem finalen Protokoll ist 
und mit einer deutlichen Verbesserung der Markierung einherging. In (D) und (E) wird 
deutlich, dass eine Kofärbung astrozytärer Fortsätze durch GFAP und GLUT-1 
Markierung ausbleibt, sondern Astrozyten nur Cy3 (rot) und Endothelzellen Cy2 (grün) 
markiert sind. In der ebenfalls doppelmarkierten Probe (F) sind die Astrozyten durch das 
DAB-Präzipitat bräunlich markiert und die Endothelzellen zeigen eine schwache 
schwärzliche Markierung durch das DAB-Co-Präzipitat (  ). Mit Chromogenen markierte 
Präparate wie beispiels-weise (C) (Chromogen: DAB-Cobalt) und (F) (Chromogene DAB-
Co für GLUT-1 und DAB für GFAP) wurden weiterhin elektronenmikroskopisch untersucht 









































Abb. 4.5: (A) zeigt die elektronenmikroskopische Aufnahme einer 
GLUT-1 markierten Endothelzelle (1). Das schwärzliche Präzipitat (    ) 
ist ubiquitär im Zytoplasma der Endothelzelle zu erkennen, der promi- 
nente Zellkern (1*) ist nicht markiert. Perizyten (2) umschließen die 
Kapillare komplett. In (B) sind zusätzlich zu den markierten Endothel-
zellen (1) markierte astrozytäre Fortsätze (3) zu sehen. Ihr DAB-
Präzipitat (    ) zeigt dieselbe Morphologie wie das DAB-Cobalt Präzi-
pitat der Endothelzellen.. Weiterhin zu erkennen: (4) Kapillarlumen, (5) 
















4.3 Histomorphologische Analyse der verschiedenen Regionen in der 
Prozesskontrolle: Aufnahme des Nativzustandes 
 
Die verschiedenen Regionen in der Prozesskontrolle zeigten weder in der Morphologie der 
mit GLUT-1-markierten Kapillaren noch in der Astrozytenmorphologie Unterschiede 
untereinander auf (s. Abb. 4.6 (A)-(D)). 
 
Im Kortex ließen sich fibrilläre Astrozyten der weißen von protoplasmatischen Astrozyten der 
grauen Substanz eindeutig unterscheiden. Die fibrillären Astrozyten hatten ein sternförmiges 
Aussehen und wenige, aber kräftige Fortsätze. Ihre Zellköper waren häufig spindelartig 
verdünnt. Die protoplasmatischen Astrozyten der grauen Substanz hatten ein „buschiges“ 
 
 
 Abb. 4.6: Homogene GLUT-1 (obere Reihe) und GFAP-
Markierung (untere Reihe) von jeweils einem Gyrus aus 
zwei unterschiedlichen Regionen in der Prozesskontrolle. 
(A) und (C) sind in Region I aufgenommen, (B) und (D) 
entstammen einem Gyrus aus Region IV ((siehe dazu (E): 
Koronare Ansicht einer untersuchten Lamelle eines Tieres 











Aussehen. Von einem kleinen Zellkörper gingen viel kleine, filigrane Fortsätze ab ((Abb. 4.7 
(A) u. (B)). 
Die GLUT-1-Markierung stellte sich als flächig und homogen dar (Abb. 4.7 (C)). Es wurden 





Abb. 4.7: In (A) und (B) sind 63-fach 
vergrößerte protoplasmatische Astrozyten in 
der grauen S. (A) und fibrilläre Astrozyten in 
der weißen Substanz (B) dargestellt. Die 
flächige GLUT-1 Markierung einer Kapillare 
der grauen Substanz ist in der gleichen 
Vergrößerung in Abb. (C) zu sehen. 













4.4 Qualitative und quantitative Untersuchungen der GFAP(+) 
Strukturen in Kontroll- und Therapiegruppe 
 
4.4.1 Astrogliales Reaktionsmuster sieben Wochen nach dem Schlaganfall ohne 




Bei den pathohistomorphologischen Untersuchungen der Präparate der Region I dieser 
Gruppe konnte eine exakte Trennung zwischen einem GFAP-positiven und einem GFAP-
negativen Areal beschrieben werden. Diese Grenze stellte die GFAP-spezifische 
Infarktgrenze dar (Abb. 4.8; nachfolgend nur Infarktgrenze genannt) und entsprach der bereits 
makroskopisch in den Hirnlamellen erkannten Infarktgrenze (Abb. 3.3). 
 
Die Astrozyten an der Infarktgrenze zeigten eine starke Hypertrophie und bildeten eine dichte 
Glianarbe. In der Glianarbe waren keine einzelnen Astrozytenzellkörper zu identifizieren. Je 
weiter entfernt von der Glianarbe, desto weniger dicht lagen die Astrozyten. Hyperplastische 
und hypertrophe Veränderungen betrafen protoplasmatische und fibrilläre Astrozyten 






der Glianarbe, die 
ca. 100-150 µm 
breit war und eine 
sehr hohe GFAP-
Intensität aufwies, 









130 µm    
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In Region II auf der kontralateralen Seite der Gehirne waren keine Veränderungen an den 
Astrozyten zu erkennen (Abb. 4.9 (C) und (D)). 
 
 
4.4.1.2 Quantitative Untersuchungen  
 
Die beiden untersuchten Regionen I und II der Schlaganfallgruppe zeigten in grauer und 
weißer Substanz unterschiedliche GFAP-Dichten auf. Region I, in der der Infarktrand lag, 
zeigte gegenüber Region II auf der kontralateralen Hemisphäre eine verstärkte GFAP-
Expression sowohl in der grauen als auch in der weißen Substanz (s. Abb. 4.10). Dabei war 
die GFAP-Expression in der grauen Substanz stärker gegenüber der in der weißen Substanz. 
Die Ergebnisse waren nicht statistisch signifikant.  
  
 
Abb. 4.9: Fibrilläre (oben) und protoplasmatische Astrozyten (unten) von beiden 
Hemisphären eines Kontrolltieres. (A) und (C) zeigten stark veränderte Astrozyten auf der 
ipsilateralen Seite (Region I in Abb. 4.10 (A)) im Vergleich zu unveränderten Astrozyten 
(B) und (D) auf der kontralateralen Seite (Region II in Abb. 4.10 (A)).  




































                                 Abb. 4.10: Volumen der GFAP (+)  
                                         Strukturen in grauer (B) und weißer  
                                         Substanz (C) der in der Kontroll- 
                                         gruppe ausgewerteten Regionen.  
                                         Die koronare Ansicht der Lamelle  
                                         eines Kontrolltieres (A) zeigt die  
                                         Positionen der ausgewerteten  
Regionen an. In der weißen und grauen Substanz von Region I  
der ipsilateralen Seite konnte ein höheres Volumen an  
GFAP (+) Strukturen detektiert werden. 
                    
 
                        
 
 




X-Achse: untersuchte Region des Gehirns  
Y-Achse: Volumen der GFAP (+) Strukturen in µm3 





4.4.2 Modifikation der Astrogliareaktion durch die Transplantation autologer 
mononukleärer Knochenmarkzellen: Unterschiede zwischen Kontroll- und 




Bei der vergleichenden Betrachtung hinsichtlich der Pathohistomorphologie der Astrozyten in 
Region I zwischen der Kontroll- und Therapiegruppe konnten keine Unterschiede festgestellt 
werden. In beiden Gruppen wurde die Ausbildung einer Glianarbe in allen Versuchstieren 
beobachtet und es waren fibrilläre und protoplasmatische Astrozyten von den 
pathohistomorphologischen Veränderungen im Sinne einer reaktiven Astrogliose betroffen (s. 










 Infarktrand eines 
Tieres der Therapie-
gruppe mit Ausbil-










4.4.2.2 Quantitative Untersuchungen 
 
Die quantitativen Untersuchungen zeigten, dass es Unterschiede zwischen den 
Gesamtvolumina an GFAP(+) Strukturen in beiden Gruppen gibt (s. Abb. 4.12). Die graue 
Substanz von Region I der Therapiegruppe zeigte gegenüber der vergleichbaren Region in der 
Kontrollgruppe ein geringeres Volumen an GFAP(+) Strukturen.  
Die weiße Substanz zeigte ein dazu gegensätzliches Bild: Das Volumen an GFAP(+) 
Strukturen war hier im Vergleich zur Kontrollgruppe höher.   
Die Analyse von Region II zeigte weder in weißer noch in grauer Substanz Unterschiede 
zwischen beiden Gruppen. 
 
 
                                                                                Abb. 4.12: Volumen der GFAP(+)                  
                                                                                Strukturen in grauer (C) und weißer    
                                                                                Substanz (D) der Kontroll (Ko)- und                             
                                                                                Therapiegruppe (Th) in den Regionen I   
                                                                                und II. Siehe dazu auch (A) und (B) mit   
                                                                                den koronaren Ansichten der Lamellen  
                                                                                eines Kontroll- und eines Therapietieres. 
Der Vergleich der Volumina an GFAP(+) Strukturen in Region II zeigt keinen  
Unterschied auf. Region I hingegen unterscheidet sich bezüglich dessen:  
Die Therapiegruppe zeigt in Region I ein geringeres Volumen an GFAP (+) Strukturen  





   Ko Th  Ko  Th       Ko Th Ko Th  
 





C D  p=0.229              
 p=0.167              
p=0.732 
p=0.72
Legende siehe Abb. 4.10 
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4.4.3 Differenzierte Untersuchung der Therapiegruppe fokussiert auf die 
infarktfernen Regionen III und IV 
 
Bei der pathohistomorphologischen Untersuchung dieser beiden Regionen wurde ein 
physiologisches Bild der Astrozytenmorphologie festgestellt: fibrilläre und protoplasmatische 
Astrozyten zeigten keine Hypertrophie. 
Bei der quantitativen Untersuchung zeigte sich, dass auch die Regionen III (infarktferne 
Region) und IV (korrespondierende, kontralaterale Region zu Region III; s. dazu Abb. 4.13) 
gegenüber Region I ein signifikant (p<0,05) geringeres Volumen an GFAP(+) Strukturen 




             
                                         Abb. 4.13: GFAP-Dichte in grauer (links) und weißer Substanz           
                                         (rechts) der in der Therapiegruppe untersuchten Regionen  
                                         (I-IV). Siehe dazu in (A) die koronare Ansicht einer Lamelle              
                                         eines Therapietieres mit den Regionen I-IV.  
                                         Im Vergleich zu Region I wurden in allen anderen ausgewer-                                      
                                         teten Regionen der Therapiegruppe signifikant weniger  














I II III IV I II III IV 
A 
B C 
p=0.002         p=0.314 




p=0.104         p=0.0.052 




Legende siehe Abb. 4.10 
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4.5 Qualitative und quantitative Untersuchungen der GLUT-1(+) 
Strukturen in Kontroll- und Therapiegruppe 
 





Die pathohistomorphologischen Untersuchungen in den beiden Regionen der Kontrollgruppe 
zeigten für Region II keine Auffälligkeiten, sondern eine homogene Markierung von GLUT-
1(+) Strukturen in grauer und weißer Substanz (s. Abb. 4.14 (C)). In Region I konnte direkt 
am Infarktrand eine Markierung GLUT-1(+) Gefäße festgestellt werden, die zum Teil auch in 




Abb. 4.14: Abb. (A) (Primärantikörper GLUT-
1, IF-Visualisierung) zeigt die GLUT-1 
markierte Infarktgrenze (weiß gestrichelte 
Linie) eines Kontrolltieres. Das Einwachsen 
der GLUT-1-positiven Gefäße in Richtung des 
Infarktkerns ist erkennbar u. auch innerhalb 
des Infarktkerns sind einige Gefäße GLUT-1 
(+) markiert. In Abb. (B) (GFAP u. GLUT-1 
als Primärantikörper, IF-Visualisierung) wird 
deutlich, dass auch in der Glianarbe GLUT-
1(+) Gefäße vorhanden sind. Abb. (C) 
((Markierungs-technik wie Abb. (A)) zeigt die 
Verhältnisse in Region II: eine homogene 
Markierung der GLUT-1 (+) Gefäße (hier in 






4.5.1.2 Quantitative Untersuchungen 
 
In Region I auf der ipsilateralen Seite lag im Vergleich zu Region II auf der kontralateralen 
Seite ein höheres Volumen an GLUT-1(+) Strukturen vor. Dies galt für die weiße sowie auch 






















4.5.2 Veränderungen der GLUT-1-Dichte durch die Zelltherapie – die Regionen I und 
II der Kontroll- und Therapiegruppe im Vergleich 
 
4.5.2.1  Pathohistomorphologie 
 
Bei der histomorphologischen Auswertung der Region I der beiden Gruppen konnten keine 
Unterschiede in der Markierung der Gefäße durch GLUT-1 festgestellt werden. Die 
Verhältnisse entsprachen in der Therapiegruppe den in 4.5.1.1 dargestellten Verhältnissen. 
                                         Abb. 4.15: Der quantitative Vergleich 
                                         zwischen den Regionen I und II der  
                                         Kontrollgruppe zeigt für die graue  
                                         und weiße Substanz ein höheres  
                                         Volumen an GLUT-1(+) Strukturen  
                                         in Region I;  (signifikant in der  







I II II I 
p=0.005 
p=0.173 
I II A 
B C 
X-Achse: untersuchte Region des Gehirns  
Y-Achse: Volumen der GLUT-1 (+) Strukturen in µm3 
Die Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung  
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4.5.2.2 Quantitative Untersuchungen 
 
Bei einem quantitativen Vergleich zwischen den Volumina der GLUT-1 (+) Gefäßstrukturen 
der Regionen I und II zwischen der Kontroll- und der Therapiegruppe wurde sowohl in 
Region I als auch in Region II der weißen Substanz in der Therapiegruppe ein signifikant 
höheres Volumen GLUT-1(+) Gefäße gegenüber der Kontrollgruppe festgestellt (s. Abb. 
4.16). 
Region I der Therapiegruppe zeigte in der grauen Substanz ein geringeres Volumen GLUT-
1(+) Strukturen im Vergleich zur Kontrollgruppe. In Region II wurden keine Unterschiede 
zwischen den beiden Gruppen festgestellt. 
 
                                                                                Abb. 4.16: Volumina der  ermittelten                          
                                                                                GLUT-1 (+) Strukturen in grauer (C) und  
                                                                                weißer Substanz (D) in der Kontroll (Ko)-   
                                                                                und Therapiegruppe (Th).  
                                                                                (A=Kontrollgruppe) und (B=Therapie- 
                                                                                gruppe zeigen die Positionen der unter 
                                                                                suchten Regionen an. In der grauen Substanz 
kann nur in Region I ein Unterschied zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden:  
Hier liegt in der Kontrollgruppe eine höheres Volumen an GLUT-1(+) Strukturen vor.  
In der weißen Substanz gibt es Unterschiede in beiden Regionen. In den beiden untersuch- 
ten Regionen des Gehirns ist ein erhöhtes Volumen an GLUT-1(+) Strukturen in  
der Therapiegruppe gegenüber der Kontrollgruppe detektierbar. 
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Legende siehe Abb. 4.15 
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4.5.2.3 Differenzierte Untersuchung der Therapiegruppe 
 
Bei der isolierten Betrachtung der vier analysierten Regionen in der Therapiegruppe ist 
aufgefallen, dass beide Regionen der ipsilateralen Seite (I, III) der grauen Substanz ein hohes 
Volumen an GLUT-1(+) Strukturen aufwiesen. Region III (infarktferne Region) zeigte dabei 
jedoch das höchste Volumen an und diese Erhöhung war gegenüber den Volumina der 
Regionen II und IV signifikant. 
In der weißen Substanz zeigten sich abweichende Verhältnisse. Hier hatte Region I das 
höchste Volumen an GLUT-1(+) Strukturen; es war gegenüber den anderen drei Regionen 
signifikant erhöht. Die Regionen II und III hatten ähnliche Volumina an GLUT-1 (+) 




                                         Abb. 4.17: Volumina der GLUT-1(+) Strukturen in grauer (B) und 
                                         weißer (C) Substanz der in der Therapiegruppe untersuchten   
                                         Regionen (I-IV). Die Abbildung einer koronaren Lamelle eines   
                                         Therapietieres (A) verdeutlicht die Positionen der analysierten  
                                         Regionen. Die Regionen I und III der grauen Substanz haben die  
                                         höchsten Volumina an GLUT-1(+) Strukturen, dieses Ergebnis ist  
                                         jedoch signifikant nur für Region III verglichen mit den Regionen  
II und IV. Ein signifikant höheresVolumen an GLUT-1(+) Strukturen gegenüber allen ande-
ren Regionen ist in Region I der weißen Substanz der Therapiegruppe detektierbar; gegen-
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit beinhaltete die Untersuchung von Astrogliosereaktion und 
Glukosetransport im schlaganfallgeschädigten Schafgehirn und die mögliche Beeinflussung 
dieser Strukturen durch eine autologe Knochenmarkzelltherapie. Astrogliosereaktion und 
Glukosetransport wurden in grauer und weißer Substanz gesondert untersucht um eventuell 
unterschiedliche Reaktionsmuster in den verschiedenen Gewebearten zu berücksichtigen. 
 
5.1 Diskussion der Methodik 
 
5.1.1 Großtier- versus Kleintiermodelle 
 
Die Experimente der hier vorliegenden Studie wurden in einem Großtiermodell durchgeführt.  
Ein wesentlicher Vorteil von Großtierexperimenten ist eine verbesserte Translationsfähigkeit 
(Übertragbarkeit) auf die Situation menschlicher Patienten. Die dagegen geringere 
Translationsfähigkeit von Kleintierstudien (Nagerstudien) kann am Beispiel der 
Schlaganfallforschung gezeigt werden. Denn Pharmaka, die im Modell Ratte erfolgreich 
gestestet worden sind und anschließend in der klinischen Anwendung am Menschen 
eingesetzt wurden, konnten dort keine der ihnen zugesprochenen therapeutischen Vorteile 
entwickeln (DAVIS et al. 2000, MUIR et al. 2000). Deshalb wird in den STAIR-Kriterien 
(‚Stroke Therapy Academic Industry Roundtable’) seit 2006 u. a. der Einsatz eines geeigneten 
Großtiermodels für fokale zerebrale Ischämien gefordert (SCHABITZ u. FISHER 2006).  
Worauf könnte die hohe Translationsfähigkeit von Großtiermodellen zurückzuführen sein?  
Eine mögliche Antwort liegt in den anatomischen Gegebenheiten. Das Gehirn der Großtiere 
ist gyrenzephal und dahingehend mit dem Aufbau des menschlichen Gehirns vergleichbar. 
Das Gehirn der Nager ist im Gegensatz dazu lissenzephal. Ein anderes Konzept für die 
Erklärung der höheren Translationsfähigkeit der Großtierexperimente fundiert auf der 
unterschiedlichen Gehirngröße von Groß- bzw. Kleintieren: Die geringere Gehirngröße der 
Nagergehirne bedingt geringere Diffusionsstrecken für zu testende Therapeutika. 
Möglicherweise sind die im Nagermodell erfolgreich getesteten Pharmka deshalb in der 
klinischen Anwendung am Menschen gescheitert. Die Fragestellung ob die unterschiedliche 
Größe oder der unterschiedliche Aufbau die Translationsfähigkeit beeinflussen wäre dadurch 
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zu beantworten, indem man die im lissenzephalen Gehirn der Nager getesteten Therapeutika 
in einem Versuchstier mit einem gyrenzephalen Gehirn und einer dem Nagergehirn 
vergleichbaren Gehirnmasse einsetzt, oder in einem Versuchstier mit einem lissenzephalen 
Gehirn und einer dem Menschen vergleichbaren Gehirnmasse.  
Die Gehirngröße der Großtiere hat aber zwei definitive Vorteile. Erstens erlaubt sie die 
differenzierte Analyse bestimmter Hirnstrukturen. Denn eine getrennte Analyse der grauen 
und weißen Substanz, die ein spezielles Ziel dieser Arbeit ist, ist im Nagergehirn nicht bzw. 
nur schwer möglich, da die Grenzen zwischen weißer und grauer Substanz nur schwer 
differenzierbar sind (SOFRONIEW, persönliche Mitteilung vom 10.05.2011). Außerdem 
beträgt der Anteil der weißen Substanz im Gehirn beim Nager nur ca. 15% (ZHANG u. 
SEJNOWSKI 2000). Dieser nimmt proportional mit der Größe des Gehirns zu. Das 
menschliche Gehirn besteht zu 50% aus weißer Substanz (ZHANG u. SEJNOWSKI 2000).  
Zweitens ermöglicht die Größe der Großtiergehirne eine detaillierte Untersuchung definierter 
Strukturen des Gehirns in MRT- und PET-Daten/Bildern, unabhängig von der u. U. geringen 
räumlichen Auflösung der Bilder (bei PET Bildern beträgt diese 4-5 mm). PET-Messungen 
im Kleintier sind nicht nur aufgrund der geringen Detailerkennbarkeit der Bilder für gewisse 
Fragestellungen nicht indiziert. Ihre Durchführung ist auch dadurch erschwert, das die 
Aufnahme des Tracers in das Organ durch serielle Blutabnahmen, die in Zeitaktivitätskurven 
umgerechnet werden, bestimmt werden muss. Das geringe Blutvolumen der Nager ist für jene 
Messungen nicht ausreichend (ALSTRUP u. WINTERDAHL 2009). Das höhere 
Blutvolumen der Großtiere ermöglicht neben den seriellen Blutabnahmen für die PET-
Untersuchung, das regelmäßige und sicherere Monitoring der Tiere während der Operationen 
und auch prä- und postoperativ, denn auch dafür sind weitere Blutabnahmen nötig. 
Ein weiterer Vorteil, der in diesem Experiment ebenfalls zum Tragen kommt, ist die deutlich 
einfachere Entnahme von autologen Knochenmarkzellen in einer suffizienten Anzahl. 
Die eindeutigen Nachteile von Großtierstudien liegen in den anspruchsvollen technischen 
Voraussetzungen und neurochirurgischen Fähigkeiten und den deutlich höheren Kosten. Ein 
weiterer Nachteil besteht in der Schwierigkeit, reproduzierbare Infarktgrößen durch eine 
Operationstechnik zu erreichen (TRAYSTMAN 2003). Einige Autoren führen als weiteren 
Nachteil ethische Bedenken der Bevölkerung gegenüber Großtierexperimenten an 
(TRAYSTMAN 2003, SICARD u. FISHER 2009). 
Aus den o. g. Gründen werden sehr viel weniger Großtierstudien im Vergleich zu 
Kleintierstudien durchgeführt. Die Menge an Ergebnissen, die bisher im Großtiermodell 
generiert werden konnten, ist deshalb sehr viel geringer im Vergleich zu denen aus 
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Kleintierexperimenten. Das führt dazu, dass im Kleintiermodell generierte Ergebnisse häufig 
als Hilfe für die Interpretation von Ergebnissen aus dem Großtierexperiment herangezogen 
werden müssen da keine vergleichbaren Daten aus Großtierexperimenten vorliegen. Daraus 
können Fehlinterpretationen resultieren, was selbstverständlich ein entscheidender Nachteil 
der Großtierexperimente ist.  
 
5.1.2 Fokale zerebrale Ischämie im Großtiermodell Schaf 
 
Fokale zerebrale Ischämien können permanent oder transient sein. Permanente fokale 
zerebrale Ischämien können auf die folgenden Weisen induziert werden. Erstens durch eine 
Schlingenligatur (SHIGENO et al. 1985), zweitens durch den Einsatz eines 
neurochirurgischen Clips um das zu verschließende Gefäß , drittens durch photochemische 
Thrombose (WATSON et al. 1985) oder viertens durch elektrothermische  Koagulation des 
Gefäßes (TAMURA et al. 1981). Bei der in dieser Studie verwendeten Okklusionstechnik 
handelt es sich um eine modifizierte Technik nach (TAMURA et al. 1981). Diese 
Operationstechnik wurde im Rattenmodell entwickelt und führt dort zu einem relativ 
konstanten Infarktvolumen. Sie findet auch heute noch in einer Vielzahl von Rattenstudien 
Verwendung. Transiente fokale Ischämien werden teilweise mit den gleichen o. g. Techniken, 
wie sie auch zur Induktion einer permanenten fokalen Ischämie verwendet werden, 
durchgeführt. Jene sind die Schlingenligatur und der neurochirurgische Clip. Mit diesen 
beiden Methoden kann eine transiente Ischämie induziert werden, da Schlinge bzw. Clip nach 
der gewünschten Okklusionsdauer wieder entfernt werden können. In die Gruppe der 
transienten Verschlussmodelle gehört zusätzlich dazu der intraluminale Verschluss eines 
Gefäßes durch einen chirurgischen Faden (KOIZUMI et al. 1986). 
Außerdem gibt es die sogenannten Embolie-Modelle, in denen ein meistens aus Eigenblut 
bestehender Embolus entweder direkt an den Ursprung der MCA (ZHANG et al. 1997) oder 
in die A. carotis communis injiziert wird. Durch den mechanischen Widerstand setzt sich der 
Embolus anschließend in einem kleineren Blutgefäß des Gehirns fest. Er kann durch eine 
Thrombolyse aufgelöst werden, darum wird diese Modellart ebenfalls den transienten und 
permanenten Modellen zugerechnet. 
Im Großtier wurden verschiedene der o. g. Techniken der Gefäßokklusion entwickelt. Dazu 
zählen der neurochirurgische Clip im Modell Katze (MATSUMIYA et al. 1990, 
MATSUMIYA et al. 1991, NISHIKAWA et al. 1994), die elektrothermische Koagulation im 
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Schwein (ROHL et al. 2002), die photochemische Thrombose im Schwein (KULUZ et al. 
2007) und im Affen (FURUICHI et al. 2007) und der embolische Schlaganfall durch den 
Verschluss der MCA im Hund (DE et al. 1989). Im Hundemodell wird zusätzlich dazu der 
permanente Verschluss der MCA durch eine intraluminal platzierte Silikonkappe beschrieben 
(KANG et al. 2007). 
Im Schaf ist bisher erst ein anderes Schlaganfallmodell, neben dem in dieser Studie 
angewandten, entwickelt worden (TERLECKI et al. 1967). Es führte jedoch nicht zu einer 
fokalen, sondern zu einer Globalischämie, die durch eine beidseitige Ligatur der A. carotis 
communis induziert wurde. Um sicherzustellen, dass die alleinige zerebrale Blutversorgung 
durch die Aa. carotides communes gewährleistet war, wurden einen Tag zuvor sämtliche 
Anastomosen zwischen den Aa. carotides communes und Aa. vertebrales ligiert.  
Forscher in Australien haben unlängst ein transientes Schlaganfallmodell im Schaf entwickelt 
und dieses auf verschiedenen Kongressen vorgestellt (TURNER et al. 2011; noch nicht 
publiziert). Jedoch ist mit dieser Operationstechnik ein Langzeitüberleben der Tiere nicht 
möglich. Das bedeutet, dass mit dieser Technik keine Untersuchungen des chronischen 
Schlaganfalls durchgeführt werden können. 
Die Einordnung der Modelle in transiente und permanente Verschlusstechniken ist deshalb 
wichtig, da beide Ischämiearten beim Schlaganfallpatienten vorkommen können. Der 
permanente Verschluss des Gefäßes entspricht in diesem Zusammenhang dem Zustand, wie er 
bei einem nicht-therapierten Patienten bzw. bei Therapieversagen vorliegt. Der transiente 
Verschluss hingegen ist das Ergebnis von einer erfolgreichen Thrombolyse bzw. einer 
spontanen Rekanalisierung. Die beiden Schlaganfallformen verlangen aufgrund 
unterschiedlicher Pathophysiologien des Infarktverlaufs eine unterschiedliche Therapie. Zur 
Qualitätssicherung präklinischer Schlaganfallstudien wurde deshalb in den STAIR-Kriterien 












5.1.3.1 Regionenselektion in der Kontroll- und Therapiegruppe 
 
Aufgrund der Größe des Schafgehirns und dem damit verbundenen hohen zeitlichen und 
finanziellen Aufwand, mussten bestimmte Regionen für die immunhistochemische Analyse 
selektiert werden.  
Neben der Analyse der Infarktgrenze (=Region I) als primärer Zielstruktur der Zelltherapie, 
wurden weitere Regionen analysiert. Durch den unterschiedlichen Substanzverlust an 
Gehirngewebe auf der ipsilateralen Seite in den beiden Gruppen, waren dies, je nach Gruppe, 
unterschiedlich viele. In der Kontrollgruppe wurde eine weitere Region (Region II) 
ausgewertet, in der Therapiegruppe sind zusätzlich zu Region I und II zwei weitere Regionen 
ausgewertet worden (Regionen III und IV). Die Analyse eines möglichen Einflusses der 
Zelltherapie nach einer pMCAO beim Schaf auf die infarktferne, ipsilateral gelegene Region 
(=Region III) und die dazu korrespondierende Region (Region IV) ist in der Kontrollgruppe 
ausgeblieben. Der o. g. Substanzverlust birgt noch ein zusätzliches Problem. Er bedingt, dass 
die Infarktgrenzen in den beiden Tiergruppen in unterschiedlichen Regionen verlaufen. Dies 
ist für den gruppeninternen Vergleich zwischen Region I und II irrelevant, da die beiden 
Regionen korrespondierend zueinander in der gleichen anatomischen Region liegen. Beim 
gruppenübergreifenden Vergleich sollte jedoch beachtet werden, dass die in verschiedenen 
anatomischen Lokalisationen liegenden Regionen eventuell per se eine unterschiedliche 
GFAP / GLUT-1 Dichte haben könnten (s. 5.3.1.1). Eine darauf fokussierte 
Literaturrecherche konnte diese Überlegung nicht weiter verfolgen. MARTIN u. 
O'CALLAGHAN (1995) beschreiben zwar die GFAP-Verteilung im Kortex, jedoch haben sie 
zum einen ihre Erkenntnisse in Ratten- und Mausstudien gewonnen und zum anderen 
untersuchten sie die GFAP-Verteilung im rostralen, mittleren und kaudalen Anteil des Kortex 
und nicht innerhalb einer Lamelle. 
 
5.1.3.2 Getrennte Analyse der grauen und weißen Substanz  
 
Eine der zentralen Fragestellungen der Arbeit war es, eventelle Unterschiede zwischen 
GFAP- und GLUT-1-Dichte in weißer und grauer Substanz festzustellen. Bislang wurden in 
therapeutisch motivierten Arbeiten die Effekte vorwiegend in der grauen Substanz untersucht, 
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wohingegen der weißen Substanz eine untergeordnete Bedeutung zugesprochen wurde. Dabei 
konnte die getrennte Analyse der grauen und weißen Substanz, wenn sie in Bezug auf die 
Astrozytenpopulation durchgeführt wurde, deutliche Unterschiede zwischen den 
Reaktionsmustern fibrillärer und protoplasmatischer Astrozyten aufzeigen (DUGGAL et al. 
1997, LUKASZEVICZ et al. 2002). Die wenigen Ergebnisse sind jedoch kontrovers. 
Während SHANNON et al. (2007) von einer höheren Sensitivität der Astrozyten der weißen 
Substanz ausgehen, konnten LUKASZEVICZ et al. (2002) eine höhere Sensitivität der 
protoplasmatischen Astrozyten der grauen Substanz gegenüber einem ischämischen Insult 
feststellen. 
Das bisher nur wenige Arbeitsgruppen getrennte Analysen von weißer und grauer Substanz 
durchgeführt haben, liegt möglicherweise daran, dass die getrennte Analyse der grauen und 
weißen Substanz im Kleintier erschwert ist, was auf die besonderen antomischen Verhältnisse 
zurückgeführt werden kann (s. 5.1.1). 
Bei der getrennten Analyse der weißen und grauen Substanz von Region I muss weiterhin 
bedacht werden, dass zwar graue bzw. weiße Substanz im gleichen Abstand zum Infakrrand 
untersucht worden sind (300 µm bzw. 1000 µm), dass aber die GFAP-Intensität mit 
zunehmender Entfernung von der Infarktgrenze abnimmt (SOFRONIEW, persönliche 
Mitteilung vom 10.05.2011).  
Ein zweiter Punkt ist, dass aufgrund der strikten „Abstandsregel“ vom Infarktrand die 
Positionierung der Frames nicht mit der Schichtung des Isokortex abgeglichen werden konnte. 
Dies gilt für die Auswertung aller Regionen. Dies ist insofern relevant, da Studien über eine 
unterschiedliche GFAP- bzw. GLUT-1 Verteilung im sechsschichtigen Isokortex vorliegen. 
Zwar wurden bisher keine Daten für das Schafgehirn erhoben, jedoch sind in den Gehirnen 
von Maus und Mensch Unterschiede zwischen den sechs Schichten aufgezeigt worden:  
KORZHEVSKII et al. (2005) konnten im menschlichen Gehirn eine unterschiedliche GFAP-
Dichte in den verschiedenen Kortexschichten nachweisen und STICHEL et al. (1991) in der 
Ratte. Aufgrund der Studie von SHIMADA et al. (1994) kann Ähnliches für die GLUT-1 
Verteilung angenommen werden, denn mittels dieser wurde im Hippokampus ein 
unterschiedliches Verteilungsmuster der GLUT-1-Dichte nachgewiesen. 
Zuletzt gilt es zu erwähnen, dass die Morphologie von Astrozyten ein Produkt des regionalen 
Zytokinmilieus ist. Bei ZNS-Pathologien kann es vorkommen, dass sich fibrilläre und 
protoplasmatische Astrozyten-Phänotypien durch eine Veränderung des Zytokinmilieus 
vermischen (SHAO u. MCCARTHY 1994, PANICKAR u. NORENBERG 2005). Dadurch ist 
die „richtige“ Identifikation der Astrozyten in grauer und weißer Substanz erschwert. 
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Antikörper gegen GFAP wurden erstmals in den 80er Jahren entwickelt und sind seitdem in 
vielen Studien eingesetzt worden (ENG et al. 2000). Die vermehrte Expression von GFAP gilt 
als charakteristisches Kennzeichen für eine reaktive Astrogliose. Deshalb ist für die Analyse 
astrozytärer Profile in einer Schlaganfallstudie die Verwendung dieses Antikörpers besonders 
indiziert.  
GFAP bildet zusammen mit Nestin, Vimentin, Aktin und den Mikrotubuli das Zytoskelett 
eines Astrozyten. Es ist ca. 10 nm dick und als zellbestimmendes Intermediärfilament in 
ausdifferenzierten Astrozyten auch im Schafkortex vorhanden. Seine Expression variiert 
grundsätzlich je nach Tieralter und Reifegrad der Astrozyten (JEFFREY et al. 1990). Der 
Vergleich der GFAP-Markierung zwischen Astrozyten der grauen und weißen Substanz 
zeigte eine höhere GFAP-Expression der Astrozyten der weißen Substanz im Rattenkortex 
(LUDWIN et al. 1976). 
Die Verwendung des GFAP-Antikörpers bietet derzeit die einzige Möglichkeit, um eine 
spezifische immunhistochemische Markierung der Astrozyten zu erreichen. Die Markierung 
mit einem S100b-Antikörper, einem Kalzium-bindenden Protein, bewirkt zwar auch eine 
Astrozyten-spezifische Markierung, jedoch gilt sie als weniger spezifisch gegenüber der 
Markierung mit GFAP (STEINER et al. 2008). CAHOY et al. (2008) konnten unlängst mit 
Hilfe einer Transkriptom-Datenbank einen neuen astrozytenspezifischen Marker in Form von 
einer Aldehyddehydrogenase identifizieren. Zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit war 
dieser noch nicht kommerziell erhältlich.  
Trotz der gezielten Auswahl des GFAP-Antikörpers für die hier vorliegende Studie muss 
Folgendes beachtet werden. Grundsätzlich gilt, dass GFAP zwar eine spezifische Markierung 
des Astrozyten erreicht, jedoch werden nicht alles Astrozyten im Gehirn mit diesem 
Antikörper markiert, sondern nur ca. 15% von ihnen (BUSHONG et al. 2002, OGATA u. 
KOSAKA 2002). Es ist nicht bekannt, inwieweit sich dieser Prozentsatz auf weiße und graue 
Substanz verteilt. Dass auch im Falle des Schlaganfalls Astrozyten im Kortex vorliegen, die 
nicht mit einem GFAP-Antikörper markiert werden, konnten (TOTH et al. 2011) nachweisen. 
Die Wissenschaftler haben diese Astrozyten in ihren Untersuchungen mit Tyramid-Signal-
Amplifikation detektiert. Eine mögliche Erklärung für die ausbleibende Markierung des 
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GFAP durch eine immunhistochemischen Markierung einiger Astrozyten könnte dadurch 
begründet sein, dass der Antikörper nur GFAP detektiert welches in fibrillärer Form vorliegt. 
(STICHEL et al. 1991) führten dies als mögliche Begründung einer fehlenden Markierung 
von Astrozyten in den Schichten III und IV des visuellen Kortex der Ratte an. In ihren 
Untersuchungen testeten sie einen polyklonalen Kaninchen anti-GFAP und einen 
monoklonalen Maus anti-GFAP AK. 
Ob man wegen des geringen Prozentsatzes detektierbarer Astrozyten von GFAP(+) und 
GFAP(-) Subpopulationen in bestimmten Bereichen des Gehirns sprechen kann, wird 
kontrovers diskutiert. WALZ (2000) lehnt diese These ab und spricht stattdessen von einer 
hohen Plastizität innerhalb nur einer Astrozytenpopulation, die für eine hohe oder niedrige 
GFAP-Dichte in den Astrozyten verantwortlich ist.  
Bei Untersuchungen des Rückenmarks auf astrozytäre Zellpopulationen konnte festgestellt 
werden, dass es für eine positive GFAP-Markierung offensichtlich auch entscheidend sein 
kann, mit welcher Fixanzlösung das Gewebe vorher bearbeitet wurde. SHEHAB et al. (1990) 
testeten die Fixierung des Rückenmarks unterschiedlicher Tierarten mit PFA (4%) bzw. ‚acid 
alcohol’ aus Ethanol (95%) und Essigsäure (5%). Interessanterweise wurden in dieser Studie 
nach der histologischen Aufarbeitung der Schafgehirne mit unterschiedlichen Fixanzien keine 
Unterschiede in der abschließenden GFAP-Markierung festgestellt - im Gegensatz zu anderen 
Tierarten. In der hier vorliegenden Studie wurde trotzdem mit nur einer Fixierungslösung, 




Für die Analyse des Glukosestoffwechsels ist die immunhistochemische Markierung mit 
einem GLUT-1 AK sehr indiziert, da GLUT-1 für den Transport der Blutglukose über die 
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke in das Hirnparenchym zuständig ist. Der 
Energiebedarf der Gehirnzellen wird hauptsächlich durch Glukose und den aus ihr 
gewonnenen Metaboliten Laktat und Pyruvat gedeckt. 10% der arteriellen Blutglukose 
werden in das Gehirn aufgenommen, 25% des totalen Glukosestoffwechsels findet im Gehirn 
statt (MAGISTRETTI et al. 2000).  
Die GLUT-1 Dichte ist nicht konstant. Pränatal, (mit Ausnahme des fetalen Stadiums), beträgt 
sie ca. 30% der adulten GLUT-1 Dichte (VANNUCCI 1994), sie nimmt dann nach der 
Geburt, in Abhängigkeit von der steigenden funktionellen Aktivität des Gehirns, konstant zu 
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(VANNUCCI u. VANNUCCI 2000). Die GLUT-1 Dichte des Rattengehirns verändert sich 
demnach physiologischerweise mit dem Alterungsprozess und dem Energiebedarf des 
Gehirns. Auch bei pathologischen Zuständen unterliegt sie jedoch Schwankungen. Im 
Anschluss auf eine Ischämie wird eine höhere GLUT-1-Dichte gemessen (MCCALL et al. 
1996a, VANNUCCI et al. 1996). Inwiefern sich die GLUT-1-Dichte bei einer Zelltherapie 
verändert, ist bisher nicht untersucht worden. 
GLUT-1 ist in zwei Isoformen bekannt: Die 55 kDA Isoform befindet sich an den 
Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke, die 45 kDa Isoform an den Astroztenendfüßchen. 
Durch die elektronenmikroskopische Analyse GLUT-1 markierter Präparate konnte die 
spezifische Markierung der Endothelzellen durch den verwendeten GLUT-1 Antikörper der 
Firma Abcam bestätigt werden. Die Analyse der doppelmarkierten (GFAP / GLUT-1) 
Präparate bestätigte diese Untersuchung, da keine Kofärbung der Astrozytenendfüßchen 
festzustellen war. Die hier angewendete GLUT-1 Markierung ist deshalb eine reine 
Gefäßmarkierung. Die anderen gestesteten Antikörper (Faktor VIII, Kollagen IV, CD 31, 
RECA-1 und Tomatenlektin) lieferten dahingehend keine zufrieden stellenden Ergebnisse. 
Die GLUT-1 Markierung eignet sich - auch wenn es sich um eine reine Gefäßmarkierung 
handelt – dennoch nur bedingt für die Bestimmung der Kapillardichte. Zwar ist es laut 
ZELLER et al. (1997) möglich, eine Korrelation zwischen GLUT-1 Dichte und Kapillardichte 
herzustellen und MCCALL et al. (1996b) konnten ebendiese Korrelation in einer 
Schlaganfallstudie aufzeigen, jedoch hat keine der beiden Gruppen Untersuchungen der 
Markierungsmuster der in ihren Studien verwendeten Antikörpern durchgeführt. Es ist 
deshalb nicht bekannt, ob ihre Untersuchungen lediglich auf eine der beiden oder auf beide 
Isoformen von GLUT-1 Bezug nehmen.  
Zudem haben ZELLER et al. (1997) ihre Ergebnisse durch Untersuchungen des Gehirns 
gesunder Versuchstiere gewonnen. Dabei muss beachtet werden, dass es bei pathologischen 
Veränderungen zu einer Entkopplung von GLUT-1 und Kapillardichte kommen kann (BADR 
et al. 1999). MCCALL et al. (1996b) haben ihre Erkenntnisse im Rahmen von einer 
Globalischämiestudie in der Ratte gewonnen. Die Vergleichbarkeit mit der hier vorliegenden 
Arbeit ist deshalb nicht gegeben. 
Die immunhistochemische Analyse der GLUT-1 Dichte ist in dieser Studie besonders 
indiziert, da die Versuchstiere am 42. Tag in der PET (Positronenemissionstomographie) mit 
einem [18F]-FluorodeoxyGlukose (FDG)-Tracer untersucht worden sind. Eine vergleichende 




5.2 Diskussion der Ergebnisse  
 
5.2.1 Untersuchungen zur GFAP-Expression 
 
5.2.1.1 Der Schlaganfall führt zu einer hochgradigen reaktiven Astrogliose an der 
Infarktgrenze 
 
Die hochgradige reaktive Astrogliose ist bei der qualitativen Untersuchung von Region I der 
Kontrollgruppe festzustellen. Sie äußert sich in der Ausbildung einer Glianarbe mit einer 
Breite von ca. 100-150 µm. Außerdem zeigen alle Astrozyten innerhalb eines Abstandes von 
1000 µm von der Infarktgrenze hypertrophe Veränderungen. Sie ist deshalb als hochgradig zu 
bezeichnen, da der Zeitpunkt des Insultes vom hier beschriebenen Zustand bereits 42 Tage 
zurückliegt und die Glianarbe immer noch eindeutig zu erkennen ist (SOFRONIEW u. 
VINTERS 2010), s. auch 2.3.3). 
Die Ausprägung einer hochgradigen reaktiven Astrogliose in dem von einem Schlaganfall 
betroffenen Gehirnbereich konnte bereits 1974 durch GARCIA u. KAMIJYO im 
Primatenmodell nachgewiesen werden. Sie wurde anschließend in verschiedenen anderen 
Schlaganfallmodellen und Spezies bestätigt (CLARK et al. 1993, KANG et al. 2009, 
NOWICKA et al. 2008, TANAKA et al. 2008). Die hier präsentierten Daten sind jedoch die 
ersten, die den histopathologischen Befund einer hochgradigen reaktiven Astrogliose im 
Schlaganfallmodell beim Schaf beschreiben.  
Neben den bereits geschilderten qualitativen Veränderungen, kommt es zusätzlich zu einer 
quantitativ messbaren Erhöhung der GFAP-Dichte. Beide Astrozytentypen reagieren mit einer 
Erhöhung der GFAP-Dichte. In unserem Fall konnten beim quantitativen Vergleich zwischen 
grauer und weißer Substanz der Regionen I und II in den nichttherapierten Tieren „nur“ nicht 
signifikante Mittelwertunterschiede nachgewiesen werden. Das heißt, dass die absoluten 
Werte in grauer und weißer Substanz für die GFAP-Dichte in der geschädigten ipsilateralen 
Hemisphäre höher sind, jedoch gibt es keine signifikanten Veränderungen im Vergleich zur 
Region II, der kontralateralen Hemisphäre. Die kleine Gruppenzahl von fünf Schafen und die 
hohe Standardabweichung in weißer und grauer Substanz von Region I der Kontrollgruppe 




5.2.1.2 Wodurch könnte die Erhöhung der GFAP-Dichte bedingt sein? 
 
Eine Erhöhung der GFAP-Dichte wird zunächst durch eine Hypertrophie der residenten 
Astrozyten, wie sie in den qualitativen Untersuchungen feststellbar ist, bewirkt. Dabei wird 
die vermehrte GFAP-Expression durch Zytokine gefördert, die von den in das 
Schlaganfallgebiet eingewanderten mononukleären Zellen ausgeschüttet werden. Diese 
werden außerdem von ebenfalls im Bereich des Schlaganfallgebietes vorkommenden 
fibromenigealen und anderen Gliazellen ausgeschüttet (SOFRONIEW u. VINTERS 2010). 
Folgende Zytokine werden diskutiert: der transforming growth factor β1 (TGF β1), der 
transforming growth factor β2 (TGF β2) (ASHER et al. 2000), sowie Interleukin-1 
(GIULIAN et al. 1988). Auch VEGF wird ein Effekt in Bezug auf die Astrogliaaktivierung 
zugesprochen (KRUM et al. 2008). 
Zusätzlich muss von einer Hyperplasie der Astrozyten ausgegangen werden. Die residenten 
Astrozyten werden durch Zytokine aktiviert, treten erneut in den Zellzyklus ein und beginnen 
zu proliferieren (BUSH et al. 1999, COLODNER et al. 2005). Neurale NG2 Progenitorzellen 
(MAGNUS et al. 2008) und ependymale Progenitor Zellen (CARLEN et al. 2009) werden 
ebenfalls als Quelle neu gebildeter GFAP(+) Zellen diskutiert. Außerdem belegen die 
Untersuchungen von LI et al. (2008), dass auch in der SVZ nach fokaler zerebraler Ischämie 
Gliogenese stattfindet und dabei zu einem hohen Anteil Astrozyten neu gebildet werden. 
Diese Zellen migrieren dann in Richtung des affektierten Gewebes.  
Ein letzte Option für die verstärkte GFAP-Detektion ist diese, dass Astrozyten, die im 
physiologischen Zustand nicht GFAP (+) gewesen sind, im Falle des Schlaganfalls eine 
positive GFAP-Markierung entwickeln könnten (CLARK et al. 1993). 
 
5.2.1.3 Positive und negative Effekte der Astrogliaaktivierung 
 
Dass Astrozyten auf traumatische ZNS-Läsionen mit einer reaktiven Astrogliose inklusive 
einer Glianarbe antworten, konnte schon 1928 von RAMON Y CAJAL beobachtet werden. 
Daran anschließend konnte wenige Zeit später erkannt werden, dass es sich bei der Glianarbe 
um eine regenerationshemmende Struktur handelt, da sie die Ausbildung der Axone in 
Richtung der Läsion verhindert (TOWER 1931, KIMMEL u. MOYER 1947). MCKEON et 
al. (1991), STEINMETZ et al. (2005) und YIU u. HE (2006) konnten nachweisen, dass diese 
Blockade gegenüber elongierenden Axonen nicht durch eine rein mechanische Barriere aus 
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hypertrophen und hyperplastischen Astrozyten hervorgerufen wird, wie es WINDLE u. 
CHAMBERS (1950) postuliert hatten, sondern durch die von den reaktiven Astrozyten und 
anderen Zellen der Glianarbe sezernierten Proteoglykane. Besonders Chondroitin- und 
Keratansulfat wird ein inhibitorischer Charakter zugesprochen (SILVER u. MILLER 2004). 
Proteoglykane verhindern außerdem das Anwachsen neuronaler Transplantate (KINOUCHI et 
al. 2003). Ein regenerationshemmender Charakter der Glianarbe ist auch heute 
unumstritten.und nach wie vor versuchen Forschungsgruppen durch unterschiedliche 
Therapieansätze eine Reduktion der Glianarbe im Falle des Schlaganfalls zu erreichen (LI et 
al. 2005, SHEN et al. 2007).  
In den letzten 20 Jahren konnten einige neue Erkenntnisse gewonnen werden, die, neben der 
Ausbildung der Glianarbe, mit einer Aktivierung der Astrozyten im Falle eines Schlaganfalls 
einhergehen (s. Tab. 5.1). 
Ein Beispiel ist in diesem Zusammenhang die Rolle der Intermediärfilamente GFAP, Nestin 
und Vimentin der aktivierten Astrozyten. Hier sind Studien aus dem Labor von M. Pekny 
wegweisend (PEKNY u. PEKNA 2004, PEKNY u. NILSSON 2005). Die Ergebnisse dieser 
Studien basieren auf der Verwendung von transgenen Mäusen (knock-out-Mäuse), deren 
Astrozyten keine Intermediärfilamente exprimieren können, d. h., dass die reaktive 
Astrogliose mit der Ausprägung einer Glianarbe verhindert wird. Eine MCAO bei diesen 
Mäusen führte zu größeren Infarktvolumina im Vergleich zu den Infarkten gesunder Mäuse 
(LI et al. 2008). Möglicherweise können die reaktiven Astrozyten bzw. kann die Glianarbe im 
Spontanverlauf des Schlaganfalls den ischämischen Kern in der Initialphase des 
Infarktgeschehens vom gesunden Gewebe abgrenzen. Auch die Experimente von 
HAYAKAWA et al. (2010) in denen reaktive Astrozyten nach dem Schlaganfall mit 
Fluorozitrat inhibiert werden, machen die „infarkteinschränkende Rolle“ der Astrozyten im 
Infarktverlauf deutlich. Die Eigenschaft der Astrozyten, Neurone vor oxidativem Stress zu 
schützen, indem sie in der Initialphase des Schlaganfalls reaktive Sauerstoffradikale durch 
eine vermehrte Ausschüttung der Superoxid-Dismutase kompensieren, ist ein ebenfalls neuer 
Aspekt der Astrogliaaktivierung (DRINGEN 2000, HEALES et al. 2004). Die Studien in 
diesem Feld sind jedoch ambivalent, denn die Ergebnisse von MATSUI et al. (2002) belegen, 
dass die Astrozyten der Periinfarktzone (Penumbra) vermehrt Stickstoffmonoxid bilden und 
dadurch den oxidativen Stress erhöhen und letztendlich die Infarktausbreitung vorantreiben. 
Ähnliches gilt bezüglich der Untersuchungen über die Funktion der Aquaporin 4-Kanäle in 
den Astrozytenendfüßchen. Diese werden in reaktiven Astrozyten vermehrt exprimiert 
(SAADOUN et al. 2002, VIZUETE et al. 1999) und führen zu einer Reduktion des vasogenen 
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Ödems: ZADOR et al. (2009) konnten im Tiermodell mit genetisch veränderten Mäusen, die 
keine Aquaporin-4 Kanäle in den Endfüßchen der Astrozyten ausbilden, ein signifikant 
größeres vasogenes Ödem nach dem Schlaganfall feststellen. Betrachtet man die Aquaporin-
4-Kanäle jedoch im Zusammenhang mit dem zytotoxischen Ödem, das ebenfalls über diese 
Proteine gesteuert wird, ist das Ergebnis ein anderes: Die Studien von MANLEY et al. (2000) 
und AYATA u. ROPPER (2002) zeigten eine auf die vermehrte Expression von Aquaporin-4 
zurückzuführende intrakranielle Druckerhöhung. 
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Ein gleichfalls neu erforschter Aspekt der Astrogliaaktivierung ist der Zusammenhang zum 
Glutamat-Haushalt. So konnten DRONNE et al. (2007) nachweisen, dass Astrozyten bei einer 
schwerwiegenden Schädigung vermehrt Glutamat freisetzen und damit den Infarktverlauf 
negativ beeinflussen. Bei leichten Schlaganfällen kommt es jedoch gemäß HANSSON et al. 
(2000) zu einer vermehrten Aufnahme von Glutamat aus dem extrazellulären Spalt in die 
Astrozyten. Dies bedeutet, durch die Reduktion der Neurotoxizität, eine Verbesserung für das 
Infarktgeschehen.  
Auch die Untersuchungen bezüglich der ‚gap-junction’ Proteine zeigen voneinander 
abweichende Ergebnisse. Einerseits konnten in Rattenversuchen, in denen mit gap- junction 
Blockern wie Halothan und Oktanol gearbeitet wurde, geringere Infarktvolumina nach 
permamenter MCAO festgestellt werden (SAITO et al. 1997). Andererseits wurden in 
Experimenten mit Mäusen, die kein Connexin 43 exprimieren konnten, (jenes Protein ist ein 
wichtiger Bestandteil der ‚gap junctions’), signifikant höhere Infarktvolumina nachgewiesen 
(VORBRODT et al. 1999, SIUSHANSIAN et al. 2001, NAKASE et al. 2004). 
Letztlich sei festgehalten, dass es entscheidend ist, die verschiedenen Aspekte der 
Astrogliaaktivierung im Zeitverlauf des Schlaganfalls zu betrachten. Hat beispielsweise die 
vermehrte Expression der Intermediärfilamente im Rahmen der Astrogliaaktivierung im 
frühen Schlaganfall eine „infarkteinschränkende Rolle“, so ist die fortbestehende 
Astrogliaaktivierung mit der Ausprägung einer Glianarbe und der Sekretion von 
Proteoglykanen für die Regeneration des Gewebes äußerst hinderlich.  
 
5.2.1.4 Veränderte GFAP-Expression in Region I durch die Zelltherapie 
 
Bei der vergleichenden Betrachtung der GFAP - Expression zwischen Region I der 
Therapiegruppe mit jener der Kontrollgruppe sind keine signifikanten Mittelwertunterschiede 
feststellbar.  
Auch DE VASCONCELOS DOS et al. (2010) haben in ihren Untersuchungen im 
Rattenmodell keine Unterschiede zwischen den GFAP-Dichten der ipsilateralen Hemisphären 
der Kontroll- und Therapiegruppe nachgewiesen. Die Transplantation der Knochenmarkzellen 
führte aber zu einer Verbesserung der kognitiven und motorischen Leistungen der therapierten 
Ratten. 
Eine dagegen signifikante Veränderung der GFAP-Dichte durch eine Zelltherapie konnten LI 
et al. (2005) und SHEN et al. (2007) nachweisen. Abweichend zu unserer Zelltherapie 
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transplantierten sie reine mesenchymale Stammzellen des KM im Rattenmodell. In ihrem Fall 
führte die Transplantation der Zellen zu einer signifikanten Reduktion der GFAP-Dichte. 
Jedoch sind keine Quantifizierungen der GFAP-Dichte vorgenommen worden, sondern die 
Dicke der Glianarbe ist untersucht worden (unabhängig von grauer bzw. weißer Substanz). 
Die Transplantationszeitpunkte sowie ÜLZ der Versuchstiere sind zudem unterschiedlich im 
Vergleich zu unserer Studie. LI et al. (2005) transplantierten die Zellen sieben Tage und 
SHEN et al. (2007) einen Monat nach der MCAO. Die Gehirne sind in beiden Studien vier 
Monate nach der MCAO untersucht worden (vgl. 7 Wochen bei der hier vorliegenden Studie).  
Bei einer genauen Betrachtung der Diagramme fällt auf, dass die Astrozyten der weißen und 
grauen Substanz von Region I der Therapiegruppe unterschiedlich auf die Zelltherapie 
reagieren. So ist in der grauen Substanz eine niedrigere GFAP-Dichte feststellbar, 
vergleichbar mit den Ergebnissen von LI et al. (2005) und SHEN et al. (2007), während in der 
weißen Substanz eine gegenüber der Kontrollgruppe höhere GFAP-Dichte detektierbar ist.  
Ein vergleichbares Ergebnis, welches eine Erhöhung der GFAP-Dichte aufgrund von einer 
Zelltherapie wiedergibt, ist aus anderen wissenschaftlichen Studien nicht vorhanden. 
 
5.2.1.5 GFAP-Dichte von Region II – physiologischer oder pathologischer Zustand 
 
Bei den Untersuchungen der GFAP-Dichte innerhalb der Gruppen wurde die kontralaterale 
Seite zum Vergleich herangezogen. Dabei ist zu berücksichtigen, dass bei einem Schlaganfall 
das Hirnparenchym der kontralateralen Seite über verschiedene Mechanismen ebenfalls 
geschädigt werden kann (WITTE et al. 2000).  
Zu diesen Mechanismen zählen die bereits in 2.1.3 erwähnten SD (‚spreading depressions)-
Wellen, die sich an der Grenze zwischen Penumbra und Infarkt-Core bilden, von dort 
zentrifugal ausbreiten und die Mittellinie überschreiten können (DIJKHUIZEN et al. 1999), 
so dass sie zu einer Affektion der kontralateralen Hemisphäre führen. Weiterhin können 
Veränderungen an den Zellen der kontralateralen Seite auch über Kommissurenbahnen in 
Form einer Diaschisis, durch systemische Effekte oder durch eine gesteigerte Plastizität des 
Gewebes hervorgerufen werden (WITTE et al. 2000). 
Eine Schädigung der kontralateralen Seite kann außerdem durch eine starke Ödembildung in 
der ipsilateralen Seite hervorgerufen werden. In diesen Fällen ist sie so raumfordernd, dass sie 
über eine Verschiebung der Mittellinie eine Kompression des Gewebes der kontralateralen 
Seite hervorruft (FORSTING et al. 1995, DOERFLER et al. 1996). 
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Ob diese Mechanismen auch zu einer Veränderung der GFAP-Dichte führen, wurde bislang 
nicht untersucht. CURRIE et al. (2000) konnten aber nachweisen, dass es im Falle eines 
Schlaganfalls zu einer Aktivierung des Hitzeschockprotein 27 (engl. ‚heat shock protein’) in 
den Astrozyten der kontralateralen Hemisphäre kommt. Hsp27 gehört zu den kleinen 
Hitzeschockproteinen und hat mehrere Funktionen, u. a. wirkt es durch eine Aktivierung des 
Glutathion-Systems antiapoptotisch und zellprotektiv. Außerdem ist es in den Mechanismus 
der Zelldifferenzierung involviert (ARRIGO 2005).  
Es lässt sich resümieren, dass die Astrozyten der kontralateralen Seite auf einen Schlaganfall 
reagieren, ob er jedoch auch zu einer Veränderung der GFAP-Dichte der Astrozyten der 
kontralateralen Seite führt, ist nicht erwiesen. 
 
5.2.1.6 Astrogliareaktion in Region III der Therapiegruppe 
 
Region III der Therapiegruppe zeigt keine Besonderheiten bei der qualitativen Untersuchung. 
Auch im quantitativen Vergleich mit den Regionen II und IV sind keine Veränderungen 
detektierbar: Die Region hat ein, wie bereits für die Regionen III und IV beschrieben, ein 
signifikant geringeres Volumen an GFAP(+) Strukturen. Sie demonstriert ein physiologisches 
Bild. 
Jedoch gilt auch hier, dass diese Region im akuten Infarktgeschehen einer negativen 
Beeinflussung durch verschiedene pathophysiologische Mechanismen unterlegen gewesen 
sein könnte (vgl. 5.2.1.5). Diese könnte sich in einer akut veränderten GFAP-Dichte geäußert 
haben, die zum hier untersuchten Zeitpunkt sieben Wochen nach dem Infarkt nicht mehr 
vorlag. Diese Fragestellung könnte sich durch die Untersuchung der reaktiven Astrogliose zu 
früheren Zeitpunkten (< sieben Wochen) aufklären lassen. 
Die Mechanismen, die zu einer Schädigung von Region III geführt haben könnten, sind SD-
Wellen, Diachisis und Ödembildung ausgehend vom Infarktgebiet (vgl. 5.2.1.5). Die 
eventuelle Schädigung durch das Ödem auf Astrozyten und GFAP-Dichte könnte jedoch in 
Falle der Region III auch direkt hervorgerufen worden sein, da Region III in der Akutphase 
des Schlaganfalls ödematös verändert gewesen ist (unveröffentlichte Daten). Eine direkte 
Schädigung durch ein Hirnödem führt zu einer Erhöhung der GFAP-Dichte (DESJARDINS et 





5.2.2 Untersuchungen der GLUT-1-Expression 
 
5.2.2.1 Veränderungen in den Volumina der GLUT-1(+) Strukturen in den Regionen I 
und II der Kontrollgruppe  
 
In Region I konnte sowohl für die graue als auch für die weiße Substanz ein höheres Volumen 
an GLUT-1(+) Strukturen gegenüber Region II auf der kontralateralen Seite festgestellt 
werden. Für die weiße Substanz ist diese erhöhte GLUT-1-Expression signifikant, während es 
sich bei der grauen Substanz um einen nicht signifikanten Mittelwertunterschied handelt. 
Dieses Ergebnis ist auch aus anderen Studien im Rattenmodell bekannt. MCCALL et al. 
(1996b) konnten die erhöhte GLUT-1-Expression nach einer Globalischämie nachweisen. 
LEE u. BONDY (1993) zeigten in ihren Versuchen die erhöhte GLUT-1 Dichte nach einer 
Fokalischämie. VANNUCCI et al. (1996) verwendeten eine Kombination aus Ischämie 
(durch eine Ligatur der rechten A. carotis communis) und Hypoxie. Die ÜLZ der Tiere nach 
der MCAO sind deutlich kürzer als sieben Wochen. Bei MCCALL et al. (1996b) wurde die 
GLUT-1-Expression bis vier Tage und bei LEE u. BONDY (1993) bis 24 Stunden nach dem 
Insult untersucht und bei VANNUCCI et al.(1996) bis 72 Stunden nach dem Insult.  
Die Ergebnisse dieser Studien sind als auf jene von LOIKE et al. (1992) und BOADO u. 
PARDRIDGE (1993) in Endothelzellkulturmodellen aufbauend zu sehen, deren Ergebnisse 
auf Untersuchungen von kultivierten Endothelzellen basieren. Erstere konnten durch 
hypoxische Bedingungen eine vermehrte Expression des GLUT-1 nachweisen. BOADO u. 
PARDRIDGE (1993) haben dieses Ergebnis durch eine geringere Glukoseversorgung der 
Endothezellkulturen erreicht.  
Es sei darauf hingewiesen, dass keine der genannten Forschungsgruppen Untersuchungen 
bezüglich der spezifischen Antigenerkennung der GLUT-1-Markierung durchgeführt haben. 
Es ist deshalb nicht bekannt, ob tatsächlich beide Isoformen markiert worden sind, oder, wie 
in der hier vorgestellten Studie, nur die 55 kDA-Isoform, die ausschließlich von den 
Endothelien exprimiert wird.  
Die erhöhte GLUT-1- Dichte nach dem Schlaganfall wird gemäß WEI et al. (2001) mit einer 
verstärkten Angiogenese in Verbindung gebracht. Es ist demnach anzunehmen, dass nicht die 
bestehenden Gefäße vermehrt GLUT-1 exprimieren, sondern, dass neu gebildete Kapillaren 
für die Erhöhung der Volumina an GLUT-1(+) Strukturen in einem Gebiet verantwortlich 
sind. Eine Bestimmung der Kapillardichte könnte diese Theorie betätigen, es konnte jedoch 
bisher leider kein immunhistochemischer Marker für diesen Zweck beim Schaf etabliert 
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werden und die GLUT-1-Dichte ist nicht automatisch mit der Kapillardichte gleichzusetzen 
(s. 5.1.3.3.2). 
Die Expression des GLUT-1 wird in Endothelzellen und Astrozyten auf 
molekularbiologischer Ebene durch die Ausschüttung verschiedener Zytokine gesteuert. In 
diesem Zusammenhang werden Tumornekrosefaktor α, basic fibroblast growth factor und 
phorbol ester [(12-O-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate (TPA)] diskutiert. Auch das aus 
Schweinegehirnen gewonnene Cerebrolysin®, das zur Therapie akuter Schädel-Hirn-Traumata 
angewandt wird, führt zu einer Erhöhung der GLUT-1-Dichte (BOADO u. PARDRIDGE 
1993). 
Für die Interpretation der Ergebnisse ist es von Bedeutung zu berücksichtigen, dass die 
GLUT-1-Dichte in Region II, entsprechend der GFAP-Dichte von Region II, nicht mit dem 
Zustand gesunden Gewebes gleichgesetzt werden sollte (vgl. 5.2.1.5 und 5.2.1.6). Auch hier 
könnten durch Ödeme oder über Kommissurenbahnen verursachte Veränderungen an den 
Kapillaren aufgetreten sein und zu Veränderungen der GLUT-1-Dichte geführt haben. In der 
Studie von LEE u. BONDY (1993) ist innerhalb der ersten 24 Stunden nach dem Schlaganfall 
eine Erhöhung der GLUT-1 Dichte auf der kontralateralen Seite nachgewiesen worden. 
Weiterhin muss auch das Phänomen der „Luxus-Perfusion“ in Erwägung gezogen werden (s. 
5.2.2.3).  
 
5.2.2.2 Ergebnisse der GLUT-1-Expression in den Regionen I und II: Veränderungen 
durch die Zelltherapie  
 
Es gibt bis dato keine Untersuchungen zu einer möglichen Beeinflussung der GLUT-1-Dichte 
durch eine Zelltherapie, die auf einer rein immunhistochemische Analyse basieren. Eine 
Einordnung des Befundes in die bestehende Literatur ist dahingehend also nicht möglich. 
Es gibt aber einige wenige Studien, in denen nach einer Zelltherapie die Aufnahme der 
Glukose aus den Kapillaren mit einer FDG-PET-Untersuchung untersucht wurde (SHYU et 
al. 2008, WECHSLER 2004). Der für diese Untersuchungen verwendete Tracer 18F-Fluor-
Desoxyglukose wird ebenfalls über GLUT-1 in das Gehirn transportiert. Jedoch ist es nicht 
automatisch möglich, von einer in der PET festgestellten erhöhten Glukoseaufnahme auf eine 
erhöhte GLUT-1 Dichte zu schließen (AVRIL et al. 2001, MAROM et al. 2001). Trotzdem 
sei erwähnt, dass SHYU et al. (2008) im Schlaganfallmodell Ratte nach der Transplantation 
von pluripotenten Zellen der Nasenschleimhaut (OEC engl. ‚olfactory ensheathing cells’ und 
ONF engl ‚olfactory nerve fibroblasts’) eine erhöhte Verstoffwechselung des Tracers im 
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FDG-PET nachweisen konnten. WECHSLER (2004) zitiert eine klinische Studie in den USA, 
die eine Zelltherapie mit humanen neuronalen Stammzellen bei Schlaganfallpatienten 
durchgeführt hat. Bei dieser konnte nach lokaler Transplantation der Zellen eine Erhöhung der 
Aufnahme des Tracers im FDG-PET bei einem Teil der Patienten registriert werden.  
Neben den o. g. Studien, die sich mit den Veränderungen des Glukosemetabolismus nach 
einer Zelltherapie beschäftigen, sind Studien bekannt, in denen eine immunhistochemische 
Analyse der Kapillardichte nach einer Zelltherapie durchgeführt wurde. In diesen Fällen 
konnte eine erhöhte Kapillardichte mit einer Stammzelltherapie in Verbindung gebracht 
werden (CHEN et al. 2003b, TAGUCHI et al. 2004b). Durch die in 5.1.2.3.2 genannten 
Gründe ist es jedoch nicht möglich, die Kapillardichte mit der GLUT-1 Dichte 
gleichzusetzen. 
In der hier vorgestellten Studie kommt es durch die Zelltherapie zu einer Veränderung der 
GLUT-1-Dichte. Die Ergebnisse der Analysen der weißen und grauen Substanz differieren 
voneinander. In der weißen Substanz ist eine signifikante Erhöhung des Volumens an GLUT-
1 positiven Strukturen in den Region I und II detektierbar geworden.  
Die Situation in der grauen Substanz ist dazu verschieden. Denn hier kommt es durch die 
Zelltherapie zu einer Erniedrigung der GLUT-1-Dichte in Region I. Der Unterschied stellt 
sich durch einen nicht signifikanten Mittelwertunterschied dar. Region II bleibt unbeeinflusst 
durch die Zelltherapie. Vergleichbare Studien sind bisher nicht durchgeführt worden. 
Zuletzt sei an dieser Stelle auf Literatur verwiesen, die eine transiente Neubildung von 
Gefäßen nach dem Schlaganfall beschreibt (MANOONKITIWONGSA et al. 2001, YU et al. 
2007). Dies ist ein Punkt, der bei der Interpretation sämtlicher Ergebnisse der GLUT-1 
Analysen in beiden Gruppen berücksichtigt werden sollte. Die Autoren dieser Studien stellen 
eine Korrelation zwischen der gesteigerten Angiogenese nach dem Schlaganfall und der 
vermehrten Infiltration des Infarktgewebes mit Makrophagen her. Die neu gebildeten 
Blutgefäße sind gemäß ihrer Theorie nur so lange vorhanden, bis das durch Pannekrose 
zugrunde gegangene Gehirngewebe durch die Einwanderung der Makrophagen ‚bereinigt’ 
wurde und zystisch abgekapselt ist. Diese Theorie wird ‚Clean-up-Hypothese’ genannt. An 
dem hier durchgeführten Untersuchungszeitpunkt von sieben Wochen könnte ein Anteil der 
transient gebildeten Blutgefäße bereits rückgebildet sein und damit auch die GLUT-1-Dichte 
beeinflusst haben. Eventuell funktioniert diese Neubildung und Rückbildung der Kapillaren in 





5.2.2.3 Erhöhte GLUT-1-Dichte in Region III der Therapiegruppe 
 
Für Region III liegt eine besondere Situation vor. In dieser Region konnte eine signifikant 
erhöhte GLUT-1-Dichte in der grauen Substanz gemessen werden. Dafür könnten die bereits 
in 5.2.2 erwähnten pathophysiologischen Mechanismen verantwortlich sein. Sie liegt 
infarktfern und ipsilateral und könnte deshalb besonders von “metabolischen und 
hämodynamischen Veränderungen“, wie sie für die „entfernten kortikalen Regionen typisch” 
sind, betroffen sein (FROST et al. 2003). Ein Beispiel für eine solche Veränderung ist das 
Auftreten der sogenannten Luxus-Perfusion, wie sie in diesen Regionen in unregelmäßigen 
Abständen nach dem Schlaganfall festgestellt werden kann. Sie symbolisiert die Entkopplung 
von Perfusion und Metabolismus und wird in der PET durch eine hohen zerebralen Blutfluss 
mit einer gleichzeitig geringen Sauerstoffaufnahme in einem Gebiet gekennzeichnet (BARON 
2002). Möglicherweise können solche Veränderungen auch die GLUT-1 Dichte beeinflussen 
und sich in einer erhöhten GLUT-1-Dichte widerspiegeln. 
 
5.2.2.4 Auswirkungen einer veränderten GLUT-1 Dichte im Schlaganfallgeschehen 
 
Eine erhöhte GLUT-1-Dichte führt zu einem verstärkten Glukosemetabolismus im 
Schlaganfallgebiet.  
Ein erhöhter Glukosemetabolismus in der Akutphase des Schlaganfalls wird mit einer 
Verschlechterung des Infarktverlaufs in Verbindung gebracht. Denn KOISTINAHO et al. 
(1999) und SONG et al. (2003) haben festgestellt, dass ein erhöhter Glukosespiegel in dieser 
Phase des Schlaganfalls die Bildung freier Radikale auslöst. Andererseits konnten 
HOPWOOD et al. (2005) eine geringere Bildung der SD-Wellen gerade dann ausmachen, 
wenn der Glukosespiegel hoch ist. 
Ein hoher Glukoseumsatz in der Regenerationsphase nach dem Schlaganfall wird hingegen 
mit einer Verbesserung des klinischen Zustandes in Verbindung gebracht. CAPPA et al. 
(1997) beispielsweise konnten eine Verbesserung der Sprachfähigkeit bei den 
Schlaganfallpatienten aufzeigen, die einen erhöhten Glukoseumsatz im Sprachzentrum des 
Gehirns durch PET-Studien erkennen ließen. BINKOFSKI et al. (1996) haben die 
Regeneration motorischer Fähigkeiten halbseitig gelähmter Patienten nach dem Schlaganfall 






Ein Schlaganfall, hervorgerufen durch eine Okklusion der mittleren Zerebralarterie des 
Schafgehirnes, führt zur Ausbildung einer Glianarbe und zu einer vermehrten Expression von 
GFAP sowie GLUT-1 im infarktnahen Gebiet (Region I). Diese, gegenüber Region II 
vermehrte Expression, ist in weißer und grauer Substanz des Schafkortex gleichermaßen 
feststellbar. 
Die Ausprägung einer Glianarbe ist auch nach der Transplantation autologer mononukleärer 
Knochenmarkzellen vorhanden, jedoch sind Veränderungen der GFAP und GLUT-1 Dichten 
im infarktnahen Gebiet durch die Therapie detektierbar. Graue und weiße Substanz reagieren 
unterschiedlich auf die Therapie. Die weiße Substanz reagiert in diesen Fällen mit einer 
Erhöhung der GLUT-1- (statistisch signifikant) bzw. GFAP-Dichte, die graue Substanz zeigt 
eine geringere GFAP- bzw. GLUT-1-Dichte. Region II ist unbeeinflusst, abgesehen von einer 
stat. signifikant erhöhten GLUT-1 Dichte in der weißen Substanz durch die Therapie. 
In der infarktfernen, aber ebenfalls ipsilateral gelegenen Region III, ist ein den Regionen auf 
der kontralateralen Seite entsprechendes Expressionsmuster der GFAP-Dichte festzustellen. 
Hier scheinen die Funktionskreisläufe auf Ebene der Astrozyten durchführbar zu sein. Die 




Eine eindeutige Interpretation mancher Ergebnisse der Studie ist durch die bisherige 
Datenlage nicht bzw. nur in Ansätzen möglich. Darum ist es wichtig, die Ergebnisse durch 
weitere Untersuchungen zu schärfen.  
In 5.1.3.2 wurde bereits erwähnt, dass die GFAP-Dichte mit Entfernung zur Infarktgrenze 
abnimmt. Ziel sollte es deshalb sein, die eventeuelle Korrelation zwischen den Ergebnissen 
aus der Analyse der grauen bzw. weißen Substanz und der jeweiligen Entfernung derselben 
zum Infarktrand, zu untersuchen. Im Hinblick darauf sollten die Ergebnisse ein zweites Mal 
untersucht werden. Die Ergebnisse sollten außerdem durch die zusätzliche Auswertung 
weiterer Tiere pro Gruppe spezifiziert werden. Denn durch den Mehraufwand an Zeit und 
Kosten, wie er für Großtierexperimente charakteristisch ist, konnten auch in dieser Studie 
bisher „nur“ fünf Tiere pro Gruppe ausgewertet werden konnten. Dies macht die statistische 
Analyse zwar möglich, führt jedoch durch eine hohe Streuung in den einzelnen Gruppen, (in 
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diesem Fall gilt dies insbesondere für die Kontrollgruppe), nicht immer zu einem 
signifikanten Ergebnis.  
Zusätzlich zu einer Mehranzahl von Tieren ist es ratsam, weitere Gruppen auszuwerten: Eine 
Sham-Gruppe und eine Gruppe zur Bestimmung der nativen GFAP/GLUT-1 Dichte. Die 
Sham-Gruppe könnte die Untersuchung eventueller Auswirkungen der Operation per se auf 
GFAP und GLUT-1 Dichte erlauben. Anhaltspunkte für eine solche Beeinflussung lieferten 
MUCKE et al. (1991). Sie haben festgestellt, dass Astrozyten insgesamt sehr sensibel auf 
traumatische Eingriffe reagieren. Die Tiere der Sham-Gruppe sollten zu diesem Zweck analog 
zur Operationstechnik der beiden anderen Gruppen operiert werden. Die Okklusion der 
mittleren Zerebralarterie ist bei diesen Operationen natürlich nicht gewünscht. Die MCA 
sollte lediglich mit der elektrischen Pinzette angehoben oder berührt werden. Die zweite 
Gruppe, die ebenfalls generiert werden sollte und, wie bereits erwähnt, zur Analyse der 
nativen GFAP/GLUT-Dichte dienen soll, könnte gleich mehrere Fragestellungen 
beantworten. Zum einen die der eventuellen Auswirkungen des Schlaganfalls auf die 
kontralaterale Seite (vgl. 5.2.1.5 und 5.2.2.1). Zum anderen jene der eventuellen Unterschiede 
zwischen den ausgewerteten Regionen per se. Auf dieses Problem wurde in 5.1.2.1 
hingewiesen. Eine letzte Fragestellung, die mit jener Gruppe eventuell eine Antwort finden 
könnte, ist die, ob die Schichtung des Isokortex für die durchgeführte Analyse und ihre 
Ergebnisse eine Rolle gespielt hat oder ob sie vernachlässigbar ist (vgl. 5.1.2.1). 
Von zusätzlichem Interesse wäre die Bestimmung der Kapillardichte in den analysierten 
Regionen. Diese könnte auf eine Korrelation mit den Daten aus der GLUT-1 Analyse 
untersucht werden.  
Die bereits angemerkte Auswertung von FDG-PET-Daten, welche am 42. Tag nach der 
MCAO generiert wurden, ist ebenfalls anzustreben (vgl. 5.1.2.3.2). Hierbei ist es interessant 
festzustellen, ob eine mögliche Korrelation zu den immunhistochemisch gewonnenen Daten 
der GLUT-1 Analyse möglich ist. 
Auch die Auswertung der Verhaltenstests (s. Tab 10.1) ist noch nicht abgeschlossen. Ihr 
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Ziele der hier vorliegenden Arbeit waren eine immunhistochemische Analyse von GFAP 
(‚glial fibrillary acidic protein’) und GLUT-1 (Glukosetransporter-1) nach fokaler zerebraler 
Ischämie sowie deren mögliche Beeinflussung durch eine intravenöse Transplantation 
autologer mononukleärer Knochenmarkzellen (mKMZ) im Schafmodell. Eine differenzierte 
Analyse der Zielstrukturen in grauer und weißer Substanz (GS bzw. WS) sollte Aufschluss 
über eventuell unterschiedliche Reaktionsmuster liefern. 
Das Gehirnmaterial von zehn Tieren der bereits 2006/2007 stattgefundenen Studie, welche 
mit PET und MRT-Untersuchungen sowie der Durchführung von Verhaltenstests einherging, 
wurde retrospektiv im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht. Je fünf gehörten zu einer 
Kontroll- bzw. Therapiegruppe (KG bzw. TG). Bei allen Versuchstieren wurde durch die 
permanente Okklusion der linken mittleren Zerebralarterie (pMCAO) eine fokale zerebrale 
Ischämie im Bereich des Neokortex hervorgerufen. Die Tiere der Therapiegruppe erhielten 24 
Stunden nach dem Eingriff eine Transplantation autologer mKMZ (4x106/kg KGew). Nach 
sieben Wochen wurden die Versuchstiere getötet, ihre Schädel perfundiert und ihre Gehirne 
fixiert. Eine Lamelle der Gehirne wurde für die anschließende histologische Untersuchung in 
30% Saccharose konserviert. 
Nach der Etablierung der Antikörper GFAP und GLUT-1 wurden vier Regionen der Gehirn-
lamellen immunhistochemisch markiert und abschließend qualitativ und quantitativ analysiert. 
Die Regionen I (infarktnah) und III (infarktfern) lagen in der ipsilateralen Hemisphäre, die 
Regionen II (korrespondierend zu Region I) und IV (korrespondierend zu Region III) in der 
kontralateralen Hemisphäre. Durch den höheren Substanzverlust an Gehirnmasse in der ipsi-
lateralen Hemisphäre der KG, wurden in dieser Tiergruppe die Regionen III und IV nicht 
ausgewertet. Vor der Analyse sind die physiologischen Markierungsmuster der vier Regionen 
in grauer und weißer Substanz an zwei gesunden Tieren (Prozesskontrolle) aufgezeigt 
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worden. Durch die elektronenmikroskopische Untersuchung von Präparaten und anhand von 
GFAP/GLUT-1 doppelmarkierten Präparaten konnte festgestellt werden, dass die 
Astrozytenendfüßchen durch den hier verwendeten GLUT-1 Antikörper nicht markiert wur-
den, sondern dass alleinig die gefäßständige, 55 kDa schwere Isoform detektiert worden ist. 
Die fokale zerebrale Ischämie führte in beiden Gruppen zu einer hochgradigen reaktiven 
Astrogliose mit Ausprägung einer Glianarbe in Region I. Protoplasmatische Astrozyten der 
grauen und fibrilläre Astrozyten der weißen Substanz zeigten hypertrophe Veränderungen. 
Die reaktive Astrogliose von Region I spiegelte sich in einer erhöhten GFAP-Dichte wider 
(p<0,05 in der Therapiegruppe). Region III hatte die gleiche GFAP-Dichte wie die Regionen 
II und IV. Der direkte Vergleich zwischen den Regionen I der beiden Gruppen zeigte 
Veränderungen der GFAP-Dichte durch die Zelltherapie auf: In der GS der Therapiegruppe 
lag eine geringere GFAP-Dichte vor, in der WS eine höhere (≠ p<0,05; GS und WS).  
Die Ergebnisse der GLUT-1-Analyse sind denen der GFAP-Analyse sehr ähnlich. Durch den 
Schlaganfall ist es zu einer erhöhten GLUT-1-Expression in GS und WS (p<0,05 WS) von 
Region I der Kontrollgruppe gekommen. Auch in Region I der Therapiegruppe konnten er-
höhte GLUT-1-Dichten in GS und WS (p<0,05 WS) detektiert werden, zusätzlich dazu lag in 
der GS von Region III der Therapiegruppe eine erhöhte GLUT-1-Dichte vor (p<0,05). Der 
Vergleich zwischen beiden Gruppen zeigte Veränderungen durch die Therapie für die Regio-
nen I und II auf. Die GLUT-1-Dichte der WS war in beiden Regionen in der TG erhöht 
(p<0,05), die GS von Region I zeigte in der Therapiegruppe eine geringere GLUT-1-Dichte. 
Ein Schlaganfall führt zu einer Erhöhung der GFAP sowie GLUT-1-Dichten in WS und GS 
im infarktnahen Gebiet. Durch die Transplantation von 4x106 autologen mononukleären 
Knochenmarkzellen pro kg KGew 24 Stunden nach dem Schlaganfall können diese 
Strukturen in ihren Expressionsmustern beeinflusst werden, dabei reagieren graue und weiße 
Substanz unterschiedlich: Die GS mit einer Verringerung, die WS mit einer Erhöhung der 
GFAP- bzw. GLUT-1-Dichte (p<0,05 WS, GLUT-1). Die Funktionskreisläufe in 
infarktfernen Regionen sind sieben Wochen nach dem Schlaganfall auf Astrozytenebene 
normalisiert (vgl. Region III). Die erhöhte GLUT-1-Dichte (p<0,05) in der GS der 
infarktfernen Region ist möglicherweise mit einem erhöhten Glukosemetabolismus in 
Verbindung zu setzen. Dies kann jedoch erst durch die Auswertung der FDG-PET-Daten 
beantwortet werden. Ob die durch Transplantation autologer mKMZ festgestellten 
Veränderungen der GFAP- und GLUT-1-Dichte in der Therapiegruppe zusätzlich mit einer 
verbesserten motorischen Leistung der Tiere einhergingen, wird erst durch die Analyse der 
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This study was designed for immunohistochemically analyses of GLUT-1 and GFAP 
expression in a sheep model of permanent focal cerebral ischemia. Additionally, the influence 
of an autologous mononuclear bone marrow cell (BnMNC) transplantation on these structures 
was investigated. Analyses were performed separately in gray and white matter areas with 
respect to the different composition and functions of these two types of brain tissue.    
Brain slices of ten animals (assigned to a study of 2006/2007 which included PET and MRI 
investigations plus behavioural tests) were examined retrospectively. Analyses was performed 
in a control (n=5) and a therapy group (n=5). All animals were subjected to left permanent 
middle cerebral artery occlusion (pMCAO). A transplantation of 4x106 autologous 
mononuclear bone marrow cells / kilogram body weight was performed intraveniously 24 
hours after surgery in the therapy group. Animals were killed seven weeks after MCAO, 
skulls were perfused and brains fixed in paraformaldehyde. One slice was preserved in 30% 
saccharose for the following histological studies. 
Stainings using GFAP and GLUT-1 antibodies were established and effected on four defined 
regions of the brain slices. Region I and III were both situated ipsilaterally, but the latter farer 
away to the infarct area in respect to Region I. In equivalence to lesion I, lesion II had been 
defined in the contralateral hemisphere, resp. region IV to region III. Due to a higher loss of 
brain tissue in the ipsilateral hemispheres in brains of the control group, regions III and IV 
have not been analyzed in this group. Final analysis were performed qualitively and 
quantitively, discriminating between white and gray matter (WM resp. GM). In addition, 
patterns of GFAP and GLUT-1 stained brain tissue of the four regions had been analysed in 
healthy animals (n=2). Electron microscopy studies of GLUT-1 labeled preparations and 
investigations of GFAP / GLUT-1 double stained slides revealed the absent labeling of 
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astrocytic end-feet (45 kDa-isoform), but the single positive staining for the endothelial 
isoform (55 kDa) of GLUT-1. 
Reactive astrogliosis and the formation of a glial scar could be observed in region I of both 
groups, reflected by a higher GFAP-density in GM and WM (p<0,05; therapy group). 
Hypertrophic changes of protoplasmic and fibrillary astrocytes in gray resp. white matter were 
detected equally. Region II, III and IV showed no differences pathohistomorphologically and 
the same GFAP-density could be detected. Changes in the GFAP-densitiy between control 
and therapy group were observed and registered as followed: Lower GFAP-density in GM, 
higher GFAP density in WM (≠ p<0,05; both GM and WM) of the therapy group.  
The results of the GLUT-1-analysis are similar to those of the GFAP-analysis described 
before. Stroke caused a higher expression of GLUT-1 in GM and WM (p<0,05) in region I of 
the control group. The higher amout of GLUT-1 in GM and WM (p<0,05) had been detected 
in region I of the therapy group, too. Additionally a higher degree of GLUT-1 could be 
observed in the gray matter of region III (p<0,05). By comparing control and therapy group to 
each other, changes between the GLUT-1-densities in WM and GM of region I und II could 
be revealed: GLUT-1-density was lower in GM of region I and higher in WM of regions I und 
II (p<0,05; region I and II).  
Stroke causes a higher GFAP and GLUT-1 density in WM and GM in brain regions close to 
the infarct lesion. The intravenious transplantation of autologous mononuclear bone marrow 
induces changes in GFAP resp. GLUT-1-density. The reactions of these structures in GM and 
WM are differing: GM reacts by decreasing, WM by increasing the GFAP and GLUT-1-
expression (p<0,05; WM). The GFAP-density in region III is equal to those of region II and 
IV, indicating unimpaired functional circuits seven weeks after stroke in regions ipsilateral 
but farer away of the infarct. However GLUT-1-density in GM is increased (p<0,05). The 
latter could have had effects on the glucose metabolism of this region, but this has to be 
verified by performing analysis of additional PET-FDG data. Changes of motor function, 
caused by the autologous BnMNC treatment and eventually coupled to the presented data, can 
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1. Bewusstsein  
Ruhig und aufmerksam 0 
Apathisch 1 
Stupor (wenn ja: Untersuchung abgebrochen) (25) 
Koma (wenn ja: Untersuchung abgebrochen) (27) 
  












5. Ataxie/Dysmetrie  
keine 0 
Leichte Ataxie (veränderte Bewegungsabläufe der Gliedmaßen) 1 
Mittlere Ataxie (Tier stolpert) 2 
Schwere Ataxie (Tier verliert das Gleichgewicht) 3 
  
6. Kreisbewegungen  
Nein 0 
Gelegentlich 1 
Permanente Kreisbewegungen nach links 2 
Permanente Kreisbewegungen nach rechts (bei verbundenen Augen) +1 
  
7. Korrekturreaktionen der rechten Vordergliedmaße  
Ohne Veränderungen 0 
Sofortige Korrektur mit Hilfe der linken Vordergliedmaße, 
Hintergliedmaßen ohne Veränderungen 
1 
Verzögerte Korrektur mit Hilfe der linken Vordergliedmaße, 
Hintergliedmaßen ohne Veränderungen 
2 
Verzögerte Korrektur mit Hilfe der beider linken Gliedmaßen 3 
Verzögerte Korrektur mit Hilfe der linken Vordergliedmaße und rechten 
Hintergliedmaße 
4 




Keine Korrektur der rechten Vordergliedmaße, verzögerte Korrektur mit 
Hilfe der rechten Hintergliedmaße 
6 
Keine Korrektur in allen Gliedmaßen 7 
  
8. Hüpfreaktionen  
Ohne Veränderungen 0 
Verzögerte Korrektur nach medial in Vordergliedmaßen 1 
Verzögerte Korrektur nach medial und lateral in Vordergliedmaßen 2 
Verzögerte Korrektur nach lateral und keine Korrektur nach medial in 
Vordergliedmaßen 
3 
Keine Korrektur nach medial oder lateral in den Vordergliedmaßen 4 
Keine Korrektur nach medial oder lateral in den Vordergliedmaßen,  verzögerte oder 
ausbleibende Korrektur in den Hintergliedmaßen 
5 
  
9. Schubkarrenprobe  
Tendenz nach links 1 
Nicht möglich, Tier verliert das Gleichgewicht 2 
  
Maximale Punktzahl 27 
 
Tab. 10.2: Parameter der klinischen Untersuchung 
Parameter Physiologischer 
Befund 
Parameter Physiologischer Befund 
Allgemeinzustand  o.b.B. 
Ernährungszustand  gut  
Schleimhäute  
Konjunktivalschleimhaut: blassrosa 
Nasenschleimhaut: rosarot  
Maulschleimhaut: blassrosa  
Kapillarfüllungszeit  < 3 Sekunden  
Hautelastizität erhalten 
Innere Körpertemperatur  38,5 – 39,5 °C  
Blutangebot  Stauungsprobe an der V. jugularis: prompt  
Lymphknoten  Bug- und Kniefaltenlymphknoten: o.b.B.  
Puls  
kräftig, gleichmäßig, regelmäßig, Frequenz: 60-80/min  
Gefäß gut gefüllt und gespannt 
Atmung  Frequenz: 16 - 30/min., costoabdominaler Typ  
Herz  
kräftig, gleichmäßig, regelmäßig, Frequenz: 60-80/min  
Herztöne gut abgesetzt, keine Herzgeräusche 
Harnabsatz o.b.B 
Auskultation des Pansens Frequenz: 5/3 min., kräftig und auslaufend 




Tab. 10.3: Parameter der hämatologischen Untersuchung. Untersucht wurde mit dem 
Hämatologieautomat Technicon H1 
 
Parameter  Einheit  Referenzwert 
Leukozyten  [G/l] 4,6 – 6,2 
Erythrozyten  [T/l] 6,5 – 11,3 
Hämoglobin  [mmol/l] 5,4 – 7,9 
Hämatokrit  [l/l] 0,30 – 0,38 
MCV  [fl] 34 – 46 
MCH  [fmol] 0,8 – 0,9 
MCHC  [mmol/l] 18 - 21 
Thrombozyten  [G/l] 280 – 650 
Basophile Granulozyten   % 0 – 3 
Eosinophile Granulozyten   % 1 – 10 
Stabkernige Neutrophile   % 0 – 2 
Segmentkernige Neutrophile   % 20 – 45 
Lymphozyten  % 40 – 65 
Monozyten  % 2 – 6 
 



























3 x 5 min Spülen in PBS (pH 7,4) 
1 h Blocken der unspezifischen Bindungsstellen [Blockpuffer (BP): 5% ZNS u.  
0,3% Triton X-100 in 0,1 PBS] bei Raumtemperatur auf Schüttler 
12 h Inkubation des Primär- AK GFAP (1:2000, gelöst in BP)  
bei 4°C auf Schüttler 
3 x 5 min Spülen in 0,1 M PBS (pH 7,4) 
2h Inkubation des Sekundärantikörpers ZAK-Cy3 (1:500, gelöst in BP) 
bei Raumtemperatur auf Schüttler 
3 x 5 min Spülen in PBS (pH 7,4) 
3 x 5 min Spülen in Aq. dest. 





































            1 x 5 min spülen in 0,1 M TBS (pH 7,4)  
2 x 5 min spülen in 0,1 M TBS mit TX (pH 7,4) 
1 h Blocken der unspezifischen Bindungsstellen [Blockpuffer (BP): 5% ZNS 
in 0,1 M TBS)] bei Raumtemperatur auf Schüttler 
12 h Inkubation des Primär-Ak Glut-1 (1:200, gelöst in BP)  
bei 4 °C auf Schüttler  
1 x 5 min spülen in 0,1 M TBS (pH 7,4) 
2 x 5 min spülen in 0,1 M TBS mit TX (pH 7,4) 
2 h Inkubation der Sekundär-Reagenz ZAK-Biotin (1:500, gelöst in BP) 
bei Raumtemperatur auf Schüttler 
1 x 5 min spülen in 0,1 M TBS (pH 7,4) 
2 x 5 min spülen in 0,1 M TBS mit TX (pH 7,4) 
2 h Inkubation mit SA-Cy2 (1:700, gelöst in BP) 
bei Raumtemperatur auf Schüttler 
3 x 5 min spülen in 0,1M TBS (pH 7,4)  
3 x 5 min Spülen in Aq. dest. 
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